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V. Zusammenfassung 
Zum  besseren  Verständnis  der  biologischen  Diversität  von  Naturstoffen  aus  verschiedenen 
Mikroorganismen  ist  es wichtig,  deren  Biosynthese  aufzuklären. Durch  bioinformatische  Analysen 
weiß man, dass in den meisten Fällen die Biosynthesegene aus Mikroorganismen in einem Cluster im 
Genom  liegen.  Aufgrund  der  Strukturen  der  Naturstoffe  ist  es  demnach  möglich,  deren 
Biosynthesegene aufzudecken und zu identifizieren. Nach gelungener Identifikation der Cluster ist es 




Biosynthese  von  Verruculogen  in  E.  coli‐M15‐Zelle  überproduziert  und  mittels  Ni‐NTA‐Agarose 
aufgereinigt.  Zusätzlich  wurden  die  vier  Stereoisomere  von  cyclo‐Trp‐Pro  und  cyclo‐Trp‐Ala 
synthetisiert,  um  sie  später  zusammen  mit  sechs  weiteren  zyklischen  Dipeptiden  mittels 
chemoenzymatischer  Synthese  mit  FtmPT1  und  DMAPP  an  Position  C‐2  zu  prenylieren.  In 
Kooperation  mit  Prof.  Kassack  aus  Düsseldorf  wurden  die  14  chemoenzymatisch  hergestellten 
Tryprostatin B‐Analoga auf  ihre Zytotoxizität gegenüber verschiedenen Zelllinien untersucht. Dabei 
ließ  sich  feststellen, dass die prenylierten  Substanzen, bis  auf  ein paar Ausnahmen,  eine  ähnliche 
zytotoxische Aktivität gegenüber einer Zelllinie aufwiesen, wobei alle prenylierten Diketopiperazine 
eine deutlich höhere zytotoxische Aktivität als  ihre unprenylierten Substrate aufwiesen. Dies deutet 
darauf  hin,  dass  die  Prenyl‐Einheit  essentiell  für  die  biologische  Aktivität  ist,  die  Prolin‐Einheit  in 
Tryprostatin B dagegen nicht. Des Weiteren wiesen  in den von Prof. Kassack durchgeführten Assays 
alle  vier  getesteten  Stereoisomere  von  cyclo‐Trp‐Pro  und  cyclo‐Trp‐Ala  ähnliche  IC50‐Werte 
gegenüber den getesteten Zelllinien auf. Dies spricht nun dafür, dass die Stereochemie an C‐11 und 





reguläre  N1‐prenylierte  Produkte  identifiziert,  wobei  L‐tryptophanhaltige  zyklische  Dipeptide mit 
FtmPT1 zu C3β‐prenylierten Diketopiperazinen umgesetzt wurden und D‐tryptophanhaltige zyklische 
Dipeptide zu C3α‐prenylierten Diketopiperazinen, so dass in beiden Fällen eine syn‐cis Konfiguration 
vorlag.  Basierend  auf  der  bekannten  FtmPT1  Struktur  wurden  daraufhin  Reaktionsmechanismen 
postuliert  und  mittels  Zeitabhängigkeitsassays  sowie  durch  Bestimmung  von  KM‐Werten  eine 
voneinander unabhängige Produktbildung bestätigt.  
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Neben  der  chemoenzymatischen  Produktion  der  Tryprostatin  B‐Analoga  wurde,  ebenfalls mittels 
semipräperativer  HPLC,  Fumigaclavin  A  aus  P. commune  NRRL2033  isoliert.  Durch  Aufklärung  der 
Stereochemie mittels NOESY‐Spektroskopie  als  (8R,9S)‐Fumigaclavin A  konnte Pyroclavin, ebenfalls 
mit 8R‐Konfiguration, als Vorstufe der Biosynthese von Fumigaclavin A identifiziert werden. Durch die 
Isolierung von Fumitremorgin A aus N. fischeri NRRL181 konnte der  letzte Schritt  in der Biosynthese 
von  Fumitremorgin A  in  N. fischeri  NRRL181  identifiziert  werden.  Zusätzlich  zu  Fumitremorgin A 
konnten neun weitere Naturstoffe aus N. fischeri NRRL181 isoliert und deren Struktur mittels ESI‐MS‐
und NMR‐Spektroskopie aufgeklärt werden. Hierbei handelt es sich unter anderem um Aszonalenin 
und Acetylaszonalenin, welche  von  einem  bekannten  Cluster  aus N. fischeri NRRL181  synthetisiert 
werden. Die  Vorstufen  12,13‐Dihydroxyfumitremogin C,  Fumitremorgin B  und Verruculogen  in  der 
Biosynthese von Fumitremorgin A wurden ebenfalls isoliert. Neben diesen sechs Indolalkaloiden mit 
bekannter  Biosynthese  wurden  vier  weitere  Alkaloide  des  Fumitremorgin‐Typs  aus  N. fischeri 
NRRL181  isoliert, deren Biosynthese zu Beginn dieser Arbeit noch nicht aufgeklärt werden konnte. 
Hierbei handelt es sich um Verruculogen TR‐2, Spirotryprostatin A, 6‐Methoxyspirotryprostain B und 









S. cerevisiae‐Zellen  und  Aufreinigung  der  überproduzierten  Proteine  konnten  verschiedene 
Enzymassays mit unterschiedlichen Cofaktoren und Substraten durchgeführt werden. Jedoch konnte 
in keinem der getesteten Assays ein Produktpeak mittels analytischer HPLC detektiert werden.  
Zusätzlich  sollte durch  Transformation des  Prenyltransferasegenes  brePT  in den Modelorganismus 
A. nidulans  CaW03,  in  welchen  bereits  die  NRPS  FtmPS  ektopisch  integriert  wurde,  eine  in  vivo 
Produktion  von  Deoxybrevianamid  E  mittels  HPLC  detektiert  werden.  Dieser  letzte  Schritt  der 
biologischen in vivo Synthese von Deoxybrevianamid E konnte jedoch nicht erfolgreich durchgeführt 
werden.  
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VI. Summary 
To  understand  the  biological  diversity  of  natural  products  produced  by  different 
microorganism, it is very important to elucidate the biosynthesis of these products. In most 
cases, the biosynthetic genes are  located as a cluster on the genome and can be  identified 
by  bioinformatic  approaches.  Based  on  the  structure  feature  of  natural  products,  it  is 
possible  to  find  the  biosynthetic  gene  cluster  in  the  genome  sequence.  After  successful 
identification  of  a  cluster  in  the  genome  sequence,  it  is  possible  to modify  the  original 
biosynthesis by chemoenzymatic synthesis or by genetic manipulations.  
For  that purpose, FtmPT1  in  the biosynthesis of verruculogen was overproduced  in E. coli 
M15 cells and purified with Ni‐NTA‐Agarose. In addition, the four stereoisomers of cyclo‐Trp‐
Pro and cyclo‐Trp‐Ala were  synthesised by chemical  synthesis. These and  further six cyclic 
dipeptides were subsequently  incubated with the overproduced prenyltransferase FtmPT1, 
resulting in the formation of regularly C2‐prenylated derivatives. These chemoenzymatically 
produced diketopierazines were  tested  in  cooperation with Prof. Kassack  from Düsseldorf 




of  cyclo‐Trp‐Pro  and  cyclo‐Trp‐Ala  showed  comparable  cytotoxic  activities  towards  the 
tested cell lines. So the stereochemistry at C‐11 and C‐14 and the corresponding substituents 
have no significant influence on the cytotoxicity. 
During  the  isolation  of  the  C2‐prenylated  diketopiperazines,  detailed  analysis  of  the 
incubation mixtures  of  FtmPT1  revealed  the  presence  of  additional  product  peaks  in  the 
HPLC  chromatograms.  Seven  regularly  C3‐prenylated  hexahydropyrrolo[2,3‐β]  indoles  and 
two  regularly N1‐prenylated  diketopiperazines were  isolated  and  identified  by HR‐ESI‐MS 
and NMR analysis  including HMBC, HSQC and NOESY experiments. L‐tryptophan‐containing 
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NRRL181  provided  the  evidence  for  its  role  as  end  product  of  the  biosynthesis  of 
fumitremorgins  in  this  fungus.  Furthermore  nine  natural  products  could  be  isolated  from 
N. fischeri NRRL181 and  identified via HR‐ESI‐MS and NMR analysis. First of all,  the known 
products  aszonalenin,  acetylaszonalenin  and  the  precursors  of  fumitremorgin A:  12,13‐
dihydroxyfumitremrogin C, fumitremorgin B and verruculogen. Four additional substances of 
the  fumitremorgin‐type  with  unknown  biosynthetic  pathways  could  be  isolated  from 
N. fischeri NRRL181. Via HR‐ES‐MS and NMR analysis, these compounds could be  identified 
as  verruculogen  TR‐2,  spirotryprostatin A,  6‐methoxyspirotryprostain B  and  compound  15. 
Spirotryprostatin  A  and  6‐methoxyspirotryprostain B  were  first  isolated  from  N. fischeri 
NRRL181 in this study and compound 15 has not been reported previously. 
The  prenyltransferase  gene  ftmPT3  is  not  located  in  the  known  verruculogen‐cluster  at 
chromosome 8, but at a different chromosome. It was therefore speculated that the genes 
around  ftmPT3  could  be  responsible  for  the  biosynthesis  of  verruculogen TR‐2, 
spirotryprostatin A,  6‐methoxyspirotryprostain B  or  compound  15.  Three  genes  were 
therefore  amplified by PCR  from  gDNA or  cDNA  and were  cloned  into expression  vectors 
(pQE60,  pQE70,  pHis8,  pYES2/NT C).  After  heterologous  gene  expression  in  E. coli  or 




NRPS  gene  ftmPS, was  used  as  a  strategy  for  in  vivo  production  of  deoxybrevianamid  E. 
Unfortunately, no expected product could be detected with HPLC. 
 




Die  Pilzabteilung  der  Ascoymcota  stellt  die  größte  Abteilung mit  rund  75.000  bekannten 
Arten dar. Im Vergleich dazu besitzt die Abteilung der Oomycota rund 800, die Abteilung der 
Zygomycota  rund 1000 und die Abteilung der Basidiomycota  rund 30.000 bekannte Arten 
(Webster & Weber  2007). Wahrscheinlich  ist  jedoch  erst  ein  Bruchteil  aller  auf  der  Erde 
vorkommenden  Arten  beschrieben  worden.  Ascomycota  sind  als  saprotrophe,  biotrophe 
(z.B. echter Mehltau) und nekrotrophe Parasiten, als Mykorrhizapilze (z.B. Trüffel) sowie als 
Symbionten in Flechten von Bedeutung (Alexopoulos et al., 1996). Während es eine enorme 
morphologische  Vielfalt  bei  den  Ascomyceten  gibt,  ist  allen  Arten  gemeinsam,  dass  sie 
sexuelle Sporen  in einem Ascus (Schlauch) produzieren. Diese Asci werden entweder nackt 
produziert  (Klasse  Hemiascomycetes)  oder  sie  sind  zu  Frucktkörpern  (Ascomata) 
zusammengeschlossen (Webster & Weber 2007). Asexuelle Reproduktion durch Conidien ist 
bei  Ascomyceten  ebenfalls  weit  verbreitet  und  kommt  oft  selbst  dann  vor,  wenn  keine 
Ascomata  gebildet werden  (siehe Abbildung  1‐1). Man  unterscheidet  deswegen  zwischen 
dem  sexuellen  Stadium  (teleomorph)  und  dem  asexuellen  (imperfekten)  Stadium 
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Die Abteilung der Ascomycota  kann man  in drei Unterabteilungen, die  Taphrinomycotina, 
Saccharomycotina  und  die  Pezizomycotina  einteilen.  Zur  letzteren  Unterabteilung  gehört 
unter anderem die Klasse der Eurotiomycetes mit der Unterklasse Eurotiomycetidae und der 
Ordnung  der  Eurotiales  (Hibbett  et  al.,  2007).  Zu  dieser Ordnung  gehört  die  Familie  der 





Die  Gattungen  Aspergillus  und  Penicillium  weisen  ein  enormes  Potential  an 
biotechnologisch,  industriell  oder  medizinisch  genutzten  Vertretern  auf.  So  können 
beispielsweise  Antitumormittel  wie  Taxol  (P.  raistrickii),  Antimykotika  wie  Griseofulvin 
(P. griseofulvum),  oder  Antibiotika wie  Penicillin  (P.  notatum,  P.  chrysogenum)  aus  ihnen 
isoliert  werden  (Bladt  et  al.,  2013).  Zur  industriellen  Herstellung  von  beispielsweise 
Zitronensäure  wird  A. niger  benutzt  und  auch  in  der  Lebensmittelherstellung  von  Käse 
werden verschiedene Stämme wie z.B. P. camberti oder P. roqueforti eingesetzt. Um unter 
anderem  die  Stämme  zu  optimieren  und  zu  untersuchen, wurden mittlerweile  bereits  20 
verschiedene  Aspergillus  Genome  sequenziert  (Cerqueira  et  al.,  2014).  Einige  Vertreter 
dieser  Gattungen  können  jedoch  auch  opportunistische  Krankheitserreger  darstellen  und 
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1.2.1. Aspergillus fumigatus 
Der  anamorphe  Schimmelpilz  Aspergillus  fumigatus  wurde  bereits  1863  von  Fresenius 
entdeckt und beschrieben (siehe Abbildung 1‐3) (Fresenius 1863). Die sexuelle, teleomorphe 





optimale Wachstumstemperatur bei 37 °C  liegt  (Shankar 2013). Der  saprophytische Pilz  ist 
weltweit  stark  verbreitet,  in  einer  Langzeitstudie  von  1963 ‐ 1991  konnte  im Mittel  eine 




Diese  starke Verbreitung macht  ihn neben Candida albicans  zu einem der bedeutendsten 
opportunistischen Krankheitserregern  (Horn et al., 2012). Er  ist verantwortlich  für  tödliche 
invasive  Infektionen,  wie  invasiver  Aspergillose  und  steht  in  Verbindung  mit  Allergien, 
schwerem  Asthma  und  Sinusitis  (Brakhage  2005;  Latge  1999;  O'Gorman  et  al.,  2009). 
A. fumigatus  produziert  unter  anderem  das  toxische  Gliotoxin, welches  eine  bedeutende 
Rolle  in  der  Pathogenität  bzw.  Infektion  von A. fumigatus  spielt  (siehe Abbildung  1‐2).  Es 
wurde  erstmals  1989  aus  infiziertem  Rindergewebe  isoliert  (Bauer  et  al.,  1989).  Neben 















etabliert  (Krüger et al., 1997). Grund dafür  ist unter anderem seine  leichte Kultivierbarkeit 
und  schnelles Wachstum.  Der  entscheidende  Vorteil  von  A. nidulans  gegenüber  anderen 
Schimmelpilzen  ist  jedoch,  dass  er  auch  einen  sexuellen  Vermehrungszyklus  durchlaufen 
kann. Obwohl A. nidulans homothallisch  ist  (ein Partner  ist  für den  sexuellen  Zyklus nicht 
B)  C) A) 








1983).  Um  mehrere  Gene  durch  Rekombination  in  das  Genom  integrieren  zu  können, 
wurden  im  Folgenden  weitere  Selektionsmarker  durch  Mutationen  hergestellt,  unter 
anderem argB  (Berse et al., 1983;  John & Peberdy 1984)  So  können  seit den 80er  Jahren 
Gene durch DNA‐Transformation in A. nidulans eingebracht und exprimiert oder auch gezielt 
ausgeschaltet werden, um anschließend den Phänotyp der  transformierten Stämme  sowie 
die  Sekundärmetabolit  Produktion  zu  studieren.  Somit  sind  in  A. nidulans  alle 
Voraussetzungen  gegeben,  um  biologische  Fragen  auf  morphologischer,  biochemischer, 
genetischer und molekularbiologischer Ebene zu untersuchen (Timberlake & Marshall 1989). 
Trotzdem wurden bis Anfang 2014 nur etwa 11% der potenziellen proteincodierenden Gene 
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Gegensatz  dazu  dominiert  die  teleomorphe  Form  bei  24 °C.  Beide  Formen  werden  der 





Fumitremorgin A, B;  siehe  Abbildung  1‐4).  Nach  Aufnahme  der  Toxine  vom 
Säugerorganismus wirken  diese  auf  das  zentrale  Nervensystem.  Zuckungen  und  Krämpfe 
sind  bei  Schweinen  und  Schafen  beschrieben,  wobei  das  Mykotoxin  Verruculogen  am 
effektivsten  ist  (Nielsen  et  al.,  1988).  N. fischeri  wurde  bisher  nur  sehr  selten  in 
Zusammenhang mit  Infektionen bei Mensch und  Tier beschrieben.  So  ist  z.B. ein  Fall  von 
mykotischer  Keratitis  bei  einem  62‐jährigen Mann  dokumentiert  (Coriglione  et  al.,  1990). 
Neben den Mykotoxinen der Fumitremorgin‐Gruppe wurden 1993 die Fiscaline A, B und C 
aus  dem  Kulturfiltrat  von N. fischeri  isoliert  und  1998 Neosartorin  aus  dem Mycel  (siehe 
Abbildung 1‐4) (Proksa et al., 1998; Wong et al., 1993). Ein Xanthocillin Derivat NK372135s 
konnte 1994  isoliert und  identifiziert werden  (Morino et al., 1994). Außerdem wurde 2009 
Acetylaszonalenin aus N. fischeri isoliert (siehe Abbildung 1‐4 und 1.3.1.) (Yin et al., 2009b). 
Am  interessantesten  ist  jedoch die  Fumitremorgin‐Gruppe und  somit die Biosynthese  von 
Fumitremorgin A, wobei bisher der  letzte Schritt dieser Biosynthese nicht aufgeklärt wurde 
(siehe  1.3.3.).  Das  vollständige,  ca.  32  Mb  große  Genom  von  N. fischeri,  mit  seinen 
8 Chromosomen  und  ca.  11.000  Genen  konnte  vor  2008  vollständig  sequenziert  und 
annotiert werden  (Fedorova et al., 2008). Bis 2010 waren  insgesamt 39 Gencluster mit 19 












Raper &  Fennell 1965;  Thom & Church 1926;  Thom & Raper 1945). Die Mitglieder dieser 
Sektion  wiederum  wurden  aufgrund  immer  neuer  Erkenntnisse  durch  andere 
Untersuchungsmethoden  oftmals  neu  zugeordnet.  A. versicolor  ist  jedoch  bis  heute  der 
bekannteste Vertreter dieser Sektion geblieben  (Jurjevic et al., 2012). So wurde er bereits 






einem  HIV‐positiven  Patienten  verantwortlich  gemacht  (Perri  et  al.,  2005).  Diese 
Pathogenität  beruht  unter  anderem  auf  der Produktion  des Mykotoxins  Sterigmatocystin, 
einer Vorstufe des Aflatoxins B1, der Pilz produziert aber auch Brevianamide und Notoamide 
(Finefield et al., 2011; Li et al., 2009; Mills & Abramson 1986). Die Untersuchungen dieser 









und  Fruchtsäften.  Er  kann  allergische  Reaktionen  wie  z.B.  Fließschnupfen,  Husten, 
Nesselfieber oder Asthma auslösen (Frisvad et al., 2004; Rundberget et al., 2004). Erstmals 





P. commune  produziert  verschiedene  Mykotoxine,  wie  z.B.  Cyclopiazonsäure  und 
Rugulovasin A & B  (Reshetilova  et  al.,  1995;  Sosa  et  al.,  2002).  Unter  bestimmten 
Kulturbedingungen kann es  jedoch auch zur Produktion des Neurotoxins Roquefortine und 
des  tremorgenen  Toxins  Penitrem A  sowie  zur  Produktion  von  Fumigaclavin A  und  B 
kommen (Vinokurova et al., 2003a; Vinokurova et al., 2003b; Wagener et al., 1980).  
   
A)  B)  C)  D) 
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1.3. Biosynthese prenylierter Indolderivate aus Ascomyceten 
Zum besseren Verständnis der biologischen Diversität von Naturstoffen aus verschiedenen 
Mikroorganismen  ist  es  wichtig,  deren  Biosynthese  aufzuklären.  Durch  bioinformatische 
Analysen weiß man, dass  in den meisten  Fällen die Biosynthesegene  in  einem Cluster  im 
Genom der Ascomyceten  liegen  (Li 2010). Aufgrund der  Strukturen der Naturstoffe  ist  es 
folglich möglich,  deren  Biosynthesegene  aufzudecken  und  zu  identifizieren.  Dies  alles  ist 








Prenylierung  an Position C‐3 des  Indolringes  kann man davon  ausgehen, dass mindestens 
drei  Gene  in  die  Biosynthese  involviert  sind.  Zum  einen  eine  nichtribosomale 
Peptidsynthethase  (NRPS)  für  die  Bildung  des  zyklischen  Dipeptides,  zum  anderen  eine 
Prenyltransferase  für den Prenyltransfer und eine Acetyltransferase  für den Acetyltransfer 
(Yin et al., 2009b). Nach Sequenzanalysen und Homologievergleichen konnte ein putatives 
Gencluster  im  Genom  von  N.  fischeri  NRRL181  und  eine  orthologes  Cluster  in  der 
Genomsequenz von A. terreus NIH2624 gefunden werden  (siehe Abbildung 1‐9)  (Yin et al., 
2009b).  Durch  Klonierung  der  Gene  und  biochemischer  Charakterisierung  der 
rekombinanten  Genprodukte  konnte  gezeigt  werden,  dass  AnaPS  tatsächlich  für  die 










1.3.2. Biosynthese  von  Fumigaclavin C  bzw.  Fumigaclavin A  in  A. fumigatus  und 
P. commune 
Das  Biosynthesegencluster  von  Fumigaclavin C  mit  11  Genen  auf  Chromosom  zwei  von 
A. fumigatus Af293 wurde durch Blastanalysen des dmaW Genes von C. purpurea gefunden 
(Unsöld &  Li  2005).  Zur  Identifizierung  des  Biosyntheseclusters  in  P. commune NRRL2033 
wurde  eine  Cosmidbank  mit  genomischer  DNA  von  P. commune  NRRL2033  erstellt  und 
sequenziert,  welche  ebenfalls  mittels  Blastanalysen  auf  homologe  Gene  von  dmaW  aus 
C. purpurea untersucht wurde. Hierbei konnte ein putatives Gencluster mit neun Genen auf 
einem  der  Cosmide  identifiziert  werden  (siehe  Abbildung  1‐11)  (Unsöld  2006).  Die 
Biosynthese beginnt mit der Prenylierung von L‐Tryptophan an Position C‐4 des  Indolringes 
zu  4‐Dimethylallyl‐L‐Tryptophan  (4‐L‐DMAT).  Der  zweite  Schritt  dieser  Biosynthese,  die 
N‐Methylierung, wird durch die Methyltransferase FgaMT katalysiert (Rigbers & Li 2008). Zur 
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Bildung von Chanoclavin‐I sind nun eine Decarboxylierung und zwei Oxidationsschritte nötig 
(Gröger & Floss 1998). Diese werden vermutlich von FgaOx1 und FgaCat katalysiert (Mai & Li 
2013).  Durch  biochemische  Untersuchungen  konnte  gezeigt  werden,  dass  die 
Dehydrogenase FgaDH den nächsten Schritt zu Chanoclavin‐I Aldehyd katalysiert (Wallwey et 
al., 2010). Wie  sich herausstellte,  ist Chanoclavin‐I Aldehyd der Verzweigungspunkt  in der 
Ergotalkaloidbiosynthese  nicht  nur  in  A. fumigatus  und  P. commune,  sondern  auch  in 
C. purpurea mit dem Endprodukt Ergotamin  (Coyle et al., 2010). Durch  FgaOx3 und  FgaFS 
wird nun  in A. fumigatus Festuclavin und  in P. commune, da  in den  in vitro Versuchen mit 
FgaOx3Pc und FgaFSPc beide Produkte gebildet werden, Festuclavin oder Pyroclavin gebildet 
(Matuschek  et  al.,  2012).  Die  putative  Cytochrom  P450  Monooxygenase  FgaP450‐2  ist 
vermutlich  für  die  Bildung  von  Fumigaclavin B  zuständig  (Mai  &  Li  2013).  Durch  die 
Acetyltransferase FgaAT bzw. FgaATPc wird der Transfer der Acetylgruppe von Acetyl‐CoA auf 
Fumigaclavin B  unter  Bildung  von  Fumigaclavin A  katalysiert  (Liu  et  al.,  2009). Die  zweite 
Prenyltransferase  im  A. fumigatus‐Cluster  ist  schließlich  für  die  letzte  Prenylierung  zu 
Fumigaclavin C zuständig (siehe Abbildung 1‐12) (Unsöld & Li 2006). 
 
Abbildung 1‐11: Fumigaclavin C bzw. A Gencluster  in A.  fumigatus Af293 und P.  commune NRRL2033. Schwarze Pfeile 
bezeichnen Gene oder deren Orthologe, deren Funktion experimentell bewiesen wurde.  
 




Indolalkaloide  des  Fumitremorgin‐Typs  beinhalten  neben  Tryprostatinen  und 
Fumitremorginen  auch  Cyclotryprostatine,  Spirotryprostatine,  Verruculogene  und  deren 
Derivate (Li 2011). Wobei bisher lediglich die Biosynthese von Verruculogen in A. fumigatus 
Af293  bzw.  A1163  und  N. fischeri  NRRL181  aufgeklärt  werden  konnte.  Die  für  diese 
Biosynthese  nötigen  acht Gene  liegen  in  A. fumigatus  Af293  und  A1163  sowie N. fischeri 
NRRL181 in einem Cluster auf Chromosom 8 (siehe Abbildung 1‐13) (Grundmann & Li 2005). 
Der  erste  Schritt  in  der  Biosynthese  von  Verruculogen  ist  die  Kondensation  der  zwei 
Aminosäuren  L‐Tryptophan  und  L‐Prolin,  katalysiert  durch  die  NRPS  FtmPS.  Durch 
Expressionsversuche  von  ftmPS  in  A. fumigatus  konnte  die  Bildung  von  Brevianamid F 
bestätigt werden  (Maiya et al., 2006). Das gebildete  zyklische Dipeptid wird  im Folgenden 
durch die Prenyltransferase FtmPT1 in Gegenwart von Dimethylallyldiphosphat (DMAPP) an 
Position  C‐2  des  Indolringes  prenyliert  (Grundmann  &  Li  2005).  Durch  anschließende 
Hydroxylierung  von  Tryprostatin B  an  Position  C‐6  durch  das  Cytochrom  P450  Enzym 
FtmP450‐1 und darauffolgender Methylierung durch die putative Methyltransferase FtmMT 
wird  Tryprostatin A  gebildet  (Kato  et  al.,  2009).  Die  anderen  beiden  Cytochrom  P450 
Enzyme:  FtmP450‐2  und  FtmP450‐3  katalysieren  die  Zyklisierung  von  Tryprostatin A  zu 
Fumitremorgin C durch Verknüpfung der Prenyleinheit an den Diketopiperazinring sowie die 
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Hydroxylierung  zu  12,13‐Dihydroxyfumitremorgin C  (Kato  et  al.,  2009).  Die  zweite 
Prenyltransferase  FtmPT2  ist  im  Folgenden  verantwortlich  für  die  N‐Prenylierung  von 
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1.4. Prenyltransferasen 
Prenyltransferasen  katalysieren  den  Transfer  von  Isopreneinheiten  auf  Akzeptormoleküle. 
Diese Akzeptormoleküle  der  verschiedenen  Prenyltransferasen  sind  dabei  namensgebend. 
So kann man die Prenyltransferasen  in  insgesamt drei Gruppen aufteilen. Zum einen  in die 
Isoprenyl‐Diphosphat‐Synthasen  (IPPS),  welche,  wie  der  Name  schon  verrät,  durch 
Kondensation  von  allylischen  Prenyldiphosphaten  mit  homoallylischen 




der  Nähe  des  C‐Terminus  übertragen  (Maurer‐Stroh  et  al.,  2003).  Durch 
Proteinprenylierungen  wird  unter  anderem  die  Verankerung  von  Proteinen  mittels 
hydrophober  Isopreneinheiten  in oder an Membranen ermöglicht. Dies erlaubt  ihnen  ihre 
biologische Funktion zu erfüllen, welche oft von der Lokalisierung  in oder an der Membran 




Aromatische  Prenyltransferasen  katalysieren  den  Transfer  von  C5  (dimethylallyl),  C10 
(geranyl)  oder  C15  (farnesyl)  Prenyl‐Einheiten,  ausgehend  von  den  entsprechenden 
Isoprenyldiphosphaten an verschiedenen elektronenreichen aromatischen Akzeptoren (Tello 
et al., 2008). Prenyltransferasen sind in der Biosynthese von diversen Naturstoffen essentiell 
beteiligt.  Damit  bilden  sie  Schlüsselenzyme  in  vielen  Biosynthesen  von  Primär‐  und 
Sekundärmetaboliten  in  Pflanzen,  Pilzen  und  Bakterien  (Heide  2009).  Diese  Gruppe  der 
aromatischen Prenyltransferasen kann man wiederum in zwei Untergruppen aufteilen (siehe 
Abbildung 1‐15).  
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Abbildung 1‐15: Einteilung der aromatischen Prenyltransferasen in verschiedene Untergruppen 
Zum  einen  ist  hierbei  die  UbiA‐Superfamilie  zu  nennen,  diese  beinhaltet  membran‐
gebundene Prenyltransferasen aus Bakterien, Pilzen und Pflanzen. Namensgebend für diese 
Gruppe  ist  die  bakterielle,  membrangebundene  Prenyltransferase  UbiA.  Sie  ist  in  die 
Biosynthese von Ubiquinon involviert und besitzt aspartatreiche Motive (NDxxD) zur Bindung 
der Prenyldiphosphate durch Mg2+  Ionen  (Bräuer et al., 2008). Somit  ist diese Gruppe von 
aromatischen  Prenyltransferasen  membrangebunden  und  abhängig  von  divalenten 
Metallionen. Die  zweite Untergruppe  beinhaltet  lösliche  Prenyltransferasen  aus Bakterien 
und Pilzen, namensgebend ist hierbei die Struktur der Prenyltransferasen. So besitzen diese 




1‐16). Die  PT‐barrel  Superfamilie  kann man  nun  nochmals  in  zwei weitere Untergruppen 
einteilen  (siehe  Abbildung  1‐15).  Die  erste  Gruppe  wird  nach  zwei  löslichen 
Prenyltransferasen CloQ, von Streptomyces roseochromogenes, und NphB, von Streptomyces 
sp. CL190, benannt. CloQ  ist  an der Bildung  von Clorobiocin beteiligt und NphB  ist  in die 
Biosynthese  des  prenylierten  Polyketides Naphterpin  involviert.  Beide weisen  neben  dem 
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Abbildung  1‐16:  Dreidimensionale  Strukturen  von  A)  NphB  (PDB‐Nr.:  1ZB6)  aus  Streptomyces  sp.  (Kuzuyama  et  al., 
2005)CL190  und  B)  FtmPT1  (PDB‐Nr.:3O2K)  aus Aspergillus  fumigatus  (Jost  et  al.,  2010).  Beide  Enzyme  besitzen  eine 
gemeinsame Architektur in Form eines PT‐barrels. 
Zu dieser CloQ/NphB Gruppe  gehören  insgesamt  rund 17 putative Prenyltransferasen  aus 
Bakterien und Pilzen. Elf von diesen Prenyltransferasen wurden biochemisch charakterisiert 
und  fast  alle  katalysieren  eine  C‐Prenylierung  an  aromatischen  Substanzen  wie  z.B.: 
Phenolen  oder  Phenazinen  (Bonitz  et  al.,  2011).  Erst  vor  kurzem  wurden  zwei 
Prenyltransferasen  dieser  Gruppe  charakterisiert,  welche  ihre  Substrate  am  N‐Atom 
farnelysieren, hierbei handelt es sich um DzmP, aus der Biosynthese von Diazepinomicin aus 
dem  Bakterium Micromonospora  sp.  RV115,  und  um  das  homologe Gen  ssrg_00986,  aus 
Streptomyces griseoflavus (Bonitz et al., 2013). Die zweite Gruppe der PT‐barrel Superfamilie 
besteht  ebenfalls  aus  löslichen  Prenyltransferasen,  welche  ebenso  keine  aspartatreichen 
Motive  besitzen  und  unabhängig  von  divalenten  Metallionen  sind.  Die  Enzyme  dieser 
DMATS‐Superfamilie sind  im Vergleich zur CloQ/NphB Gruppe deutlich größer  (459 vs. 307 
Aminosäuren)  und  weisen  bis  auf  den  PT‐barrel  keine  Sequenzähnlichkeiten  zu  dieser 





Lyngbatoxin A  (Edwards  &  Gerwick  2004).  Neben  den  bakteriellen  Prenyltransferasen 
gehören  auch  pilzliche  Prenyltransferasen  zur  DMATS‐Superfamilie,  so  ist  DMATS 
(Dimethylallyltryptophansynthase)  in  dieser  Gruppe  der  namensgebende  Prototyp. 
Prenyltransferasen  dieser  Gruppe  sind  an  zahlreichen  Biosynthesen  von  diversen 
Sekundärmetaboliten  aus  Pilzen  beteiligt.  Da  in  dieser  Arbeit mit  Prenyltransferasen  aus 
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dieser  DMATS‐Superfamilie  gearbeitet  wurde,  wird  diese  Familie  im  Folgenden  genauer 
beschrieben.  
1.4.2. Die DMATS‐Superfamilie 
Durch  bioinformatische  Analysen  im  Jahr  2011  konnten  dieser  Familie  der 
Prenyltransferasen rund 200 pilzliche und ca. 19 bakterielle Prenyltransferasen zugeordnet 
werden  (Bonitz  et  al.,  2011).  Sie  katalysieren 
normalerweise einen  regiospezifischen  Transfer  von 
Prenyl‐Einheiten  zu einen der  sieben Positionen  am 
Indolgrundgerüst.  Diese  Prenylierungen  können 
revers  oder  regulär  stattfinden  (siehe  Abbildung  1‐
17). Des Weiteren besitzen diese Prenyltransferasen 
eine  breite  Substratspezifität,  so werden  oft  neben 
den natürlichen Substraten auch andere Substanzen 
mit  ähnlichem  Grundgerüst  oder  aber  auch  ganz  anderen  Grundgerüsten  als  Substrate 
akzeptiert. Hierbei sind unter anderem 5‐DMATS und FgaPT2 zu nennen, diese prenylieren 
neben  ihren natürlichen Substraten auch  Indolcarbazole  (Yu et al., 2012a). Die natürlichen 
Substrate der UbiA‐Superfamilie, die Flavonoide, werden auch von 7‐DMATS akzeptiert und 
gleich  mehrere  Prenyltransferasen  akzeptieren  neben  ihren  natürlichen  Substraten  auch 






et al., 2008; Kremer  et al., 2007;  Schultz  et al., 2010; Takahashi  et al., 2010; Unsöld &  Li 
2005;  Yu  et  al.,  2012b).  Zyklische Dipeptide werden  ebenfalls  von  FgaPT2  aber  auch  von 
FtmPT1, BrePT, NotF,  CdpC2PT, AnaPT, CdpNPT  und CdpC3PT  an  den  Positionen C‐2, C‐3 
oder C‐4 prenyliert (Ding et al., 2010; Grundmann & Li 2005; Mundt & Li 2013; Steffan & Li 
2009;  Yin  et  al.,  2013;  Yin  et  al.,  2007;  Yin  et  al.,  2009b;  Yin  et  al.,  2010b).  Eine 
Zusammenfassung  bzw.  ein Überblick  einiger  Prenyltransferasen  dieser Gruppe mit  ihren 
Substraten und Prenylierungspositionen ist in folgender Tabelle 1‐1 dargestellt.  
Abbildung  1‐17:  Prenylierungspositionen  am 
Indolgrundgerüst 
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Name  Organismus Substrate Prenyl‐
Donor 
Position Referenz 
FgaPT2  A. fumigatus Indolderivate DMAPP C‐4  (Unsöld & Li 2005)
    zyklische Dipeptide DMAPP C‐4  (Steffan & Li 2009)
    Indolcarbazole DMAPP C‐3  (Yu et al., 2012a) 
    Hydroxynaphthalene DMAPP a  (Yu et al., 2011) 
MAPT  M. aurantiaca  Indolderivate DMAPP C‐4  (Ding et al., 2008) 
5‐DMATS  A. clavatus  Indolderivate DMAPP C‐5  (Yu et al., 2012b) 
    Indolcarbazole DMAPP C‐3, C‐9  (Yu et al., 2012a) 
IptA  Streptomyces sp.  Indolderivate DMAPP C‐6  (Takahashi et al., 2010)
6‐DMATSSa  S. ambofaciens  Indolderivate DMAPP C‐6  (Winkelblech & Li 2014)
      GPP C‐6  (Winkelblech & Li 2014)
    Hydroxynaphthalene DMAPP C‐6c  (Winkelblech & Li 2014)
6‐DMATSSv  S. violaceusniger  Indolderivate DMAPP C‐6  (Winkelblech & Li 2014)
      GPP C‐6  (Winkelblech & Li 2014)
    Hydroxynaphthalene DMAPP C‐6c  (Winkelblech & Li 2014)
7‐DMATS  A. fumigatus Indolderivate DMAPP C‐7  (Kremer et al., 2007)
CymD  S. aremicola  Indolderivate DMAPP N‐1  (Schultz et al., 2010)
FtmPT1  A. fumigatus zyklische Dipeptide DMAPP C‐2  (Grundmann & Li 2005)
    Tryptophan Derivate DMAPP N‐1  (Zou et al., 2009) 
    Hydroxynaphthalene DMAPP a  (Yu et al., 2011) 
BrePT  A. versicolor zyklische Dipeptide DMAPP C‐2  (Yin et al., 2013) 
NotF  Aspergillus sp.   cyclo‐L‐Trp‐L‐Pro DMAPP C‐2  (Ding et al., 2010) 
CdpC2PT  N. fischeri  zyklische Dipeptide DMAPP C‐2  (Mundt & Li 2013)
AnaPT  N. fischeri  zyklische Dipeptide DMAPP C‐3  (Yin et al., 2009b) 
    zyklische Dipeptide GPP C‐6, C‐7  (Pockrandt & Li 2013)
    Hydroxynaphthalene DMAPP b  (Yu et al., 2011) 
CdpNPT  A. fumigatus zyklische Dipeptide DMAPP C‐3  (Yin et al., 2007) 
    Hydroxynaphthalene DMAPP b  (Yu et al., 2011) 
CTrpPT  A. oryzae  zyklische Dipeptide DMAPP C7, N‐1  (Zou et al., 2010) 
    Hydroxynaphthalene DMAPP a  (Yu et al., 2011) 
CdpC3PT   N. fischeri  zyklische Dipeptide DMAPP C‐3  (Yin et al., 2010b) 




AstPT  Aspergillus terreus  Bisindolylbenzoquinone DMAPP NH + C‐2  (Tarcz et al., 2014)
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Zusätzlich  zu  der  bereits  erwähnten  breiten  Substratspezifität  können  einige 
Prenyltransferasen  der  DMATS‐Superfamilie  neben  DMAPP  auch  andere  Prenyl‐Einheiten 
übertragen. So überträgt z.B. AnaPT neben Dimethylallyl auch eine Geranyl‐Einheit (C10) auf 
verschiedene zyklische Dipeptide und, wie erst kürzlich gezeigt werden konnte, übertragen 
die  beiden  Prenyltransferasen  6‐DMATSSa  und  6‐DMATSSv  aus  Streptomyces  ambofaciens 





Pockrandt  et  al.,  2012).  SirD  hat  jedoch  die  typische  Eigenschaft  eines  breiten 
Substratspektrums der DMATS‐Superfamilie, so akzeptiert SirD neben Tyrosinderivaten auch 
Tryptophanderivate und Phenylalaninderivate (Kremer & Li 2010; Zou et al., 2011). Auch die 
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Tabelle 1‐2: Prenyltransferasen der DMATS‐Superfamilie deren natürliche Substrate keine  Indolderivate oder zyklische 
Dipeptide darstellen 
Name  Organismus  Substrate  Prenyl‐Donor  Position  Referenz 
XptB  Aspergillus nidulans Xanthone  DMAPP OH (Pockrandt et al., 2012)
VrtC  Penicillium 
aethiopicum 
Naphthacendione GPP C‐6 (Chooi et al., 2012) 
SirD  Leptosphaeria 
maculans 
L‐Tyrosine  DMAPP OH (Kremer & Li 2010) 
    Tryptophanderivate DMAPP N‐1, C‐7 (Kremer & Li 2010) 
    Tyrosinderivate DMAPP OH (Zou et al., 2011) 
    Phenylalaninderivate DMAPP NH (C‐4) (Zou et al., 2011) 
PAPT  Phomopsis amygdali  Fusicoccin P DMAPP OH (Noike et al., 2012) 
BAE61
387 




    FPP C‐3, C‐4 (Pockrandt et al., 2014)
 
Da  in dieser Arbeit die C‐2, C‐3 bzw. N‐1 Prenylierungen an  trpytophanhaltigen  zyklischen 








breite  Substratspezifität  gegenüber  zyklischen  Dipeptiden  auf  und  eignen  sich  daher  zur 
Herstellung verschiedener Substanzen durch chemoenzymatische Synthese. 
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Abbildung  1‐18:  Reguläre  und  reverse  C2‐Prenylierungen  durch  die  Prenyltransferasen  FtmPT1  und  BrePT/NotF  bzw. 
CdpC2PT 
Reguläre  und  reverse  C2‐prenylierte 
Substanzen  sind  auch  in  der  Natur  weit 
verbreitet,  so  wurde  der  reverse  C2‐
prenylierte  Naturstoff  Preechinulin  erstmals 
2009 aus Eurotium species isoliert und das C2‐
prenylierte  cyclo‐L‐Trp‐L‐Trp,  Fellutanin B 





zweifach  regulär  C2‐prenylierter  Naturstoff  ist 
Asterequinon  CT5.  Dieser  wurde  1996  erstmals 




(siehe  Tabelle  1‐1).  Als  erstes  ist  CdpC3PT  aus  N. fischeri  zu  nennen,  deren  natürliches 
Substrat  bisher  nicht  bekannt  ist.  Sie  prenyliert  verschiedene  tryptophanhaltige  zyklische 
Dipeptide  unter  Bildung  eines  Pyrrolo[2,3‐β]indols  mit  β‐konfigurierter  reverser 
C3‐Dimethylallyl‐Einheit  (siehe  Abbildung  1‐21)  (Yin  et  al.,  2010b).  Auch  CdpNPT  aus 
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Abbildung 1‐23: Regulär C3‐prenylierter Naturstoff 






Bisher  wurde  keine  Prenyltransferase 
identifiziert,  welche  eine  reguläre 
C3‐Prenylierung  tryptophanhaltiger 
Diketopiperazine  katalysiert.  Auch  aus 
der Natur konnten bisher hauptsächlich 
reverse  C3‐prenylierte  Naturstoffe 
isoliert  und  identifiziert  werden  z.B. 
Acetylaszonalenin  und  Roquefortin C  (siehe 
Abbildung  1‐22).  Als  regulär  C3‐prenylierter 
Naturstoff  konnte  bisher  lediglich 
Nocardioazine B,  welches  2011  aus  dem 
Bakterium  Nocardiopsis sp.  (CMB‐M1232)  isoliert 




Hierbei  handelt  es  sich  um  eine  Prenyltransferase mit  hoher  Substrat  Spezifität:  cTrpPT 
(siehe Abbildung 1‐24) (Zou et al., 2010).  
Abbildung 1‐22: Reverse C3‐prenylierte Naturstoffe 
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Abbildung 1‐24: Reverse N1‐Prenylierung durch die Prenyltransferasen cTrpPT 
Auch  in der Natur  findet man  reverse N1‐prenylierte Naturstoffe, 
z.B.  Asterriquinon  (siehe  Abbildung  1‐25).  Dieser  wurde  bereits 
1976  aus  A. terreus  isoliert  und  als  Antitumor  aktiver  Naturstoff 
beschrieben (Yamamoto et al., 1976a; Yamamoto et al., 1976b). Ein 
regulär N1‐prenylierter Naturstoff  ist  z.B.  Fumitremorgin B  (siehe 
Abbildung  1‐26).  Diese  und  auch  andere  Prenyltransferasen  aus 
Tabelle  1‐1  sind  meistens  in  bekannte  und  bisher  unbekannte 
Biosynthesewege von verschiedenen Naturstoffen involviert. Meist 
schließt  sich  der  Prenylierungsschritt  der  Kondensation  von  zwei 
Substanzen an, welche durch eine NRPS oder NRPS‐like 
Synthase  katalysiert  wird  (siehe  1.3.3).  Bei  den 
Endprodukten  der  Biosynthese  handelt  es  sich 
vorwiegend  um  zytotoxische  Naturstoffe.  Die 
Prenylierungsreaktion  spielt  dabei  eine  entscheidende 
Rolle, da mit der Prenylierung meist eine  zytotoxische 
Wirkung,  wie  für  Asterriquinon  bereits  erwähnt, 
einhergeht.    
Abbildung  1‐26:  Regulär  N1‐prenylierter
Naturstoff 
Abbildung  1‐25:  Revers  N1‐
prenylierter Naturstoff 
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1.5. Zielsetzung der vorliegenden Arbeit 
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Untersuchungen zur Biosynthese der isolierten Naturstoffe aus N. fischeri NRRL181 








o Herstellung  eines  auf  pQE60  bzw.  pCaW34  basierenden  Konstruktes  mit 




o Kultivierung  der  Transformanten  unter  verschiedenen  Bedingungen  (Temperatur, 
Medien) 
o Isolierung  von  Deoxybrevianamid E  mittels  semipräperativer  HPLC  aus  dem 
Kulturfitrat eines Transformaten  




Die  in  dieser  Arbeit  verwendeten  Chemikalien wurden  vorwiegend  von  den  Firmen  Roth 
(Karlsruhe)  und  Sigma‐Aldrich  (Taufkirchen)  bezogen.  Bestandteile  zur  Herstellung  von 
Kulturmedien  wurden  hauptsächlich  von  den  Firmen  BD  (Heidelberg)  und  Applichem 
(Darmstadt) verwendet. DMAPP, cyclo‐L‐Trp‐L‐Pro, cyclo‐L‐Trp‐D‐Pro sowie cyclo‐L‐Trp‐L‐Ala, 
cyclo‐L‐Trp‐D‐Ala, cyclo‐D‐Trp‐D‐Ala und cyclo‐D‐Trp‐L‐Ala wurde freundlicherweise von Frau 
Lena  Ludwig  (AK  Li)  synthetisiert  und  zur  Verfügung  gestellt.  Cyclo‐L‐Trp‐L‐His  wurde 
freundlicherweise  von  Frau  Dr.  Xia  Yu  (AK  Li)  zur  Verfügung  gestellt.  Die  als  Referenz 
dienenden Substanzen Fumitremorgin C, 12,13‐Dihydroxyfumitremorgin C, Fumitremorgin B, 
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2.1.2. Säulenmaterialien 



























































































Alle  im  Rahmen  dieser  Arbeit  hergestellten  bzw.  relevanten  Klonierungs‐  und 
Expressionskonstrukte sind im Folgenden aufgeführt. 
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2.2.2. Primer 
Tabelle 2‐7: Primer, die im Rahmen dieser Arbeit entstanden sind 
Primer  Sequenz (5‘3‘)  Schnittstellen  Plasmide 
BrePT_for_3  TAC CATG GATATGACGGCCCCA  NcoI  pBW21 
BrePT_rev_3  A GATC TTCAATCTTCTTCCCACAGATAGG 
TACTTTGTGAA 
BglII  pBW21 
FtmA_fw  ATTCTAGATCACGTGATGGCGATGGCTCTTGCGGT  ‐  ‐ 
FtmA_rv2  GCAACATTCTGTCCATTGCACCGT  ‐  ‐ 
NFIA_093380_for  C CATG GCTCCAAGTCGTGACGCCT  NcoI  pBW09 
NFIA_093380_for1  G GATC CTCTCCAAGTCGTGACGCC  BamHI  pBW10 
NFIA_093380_rev1  A AGCT TTCATTTTATCCCGATCTCACAAG 
CCTCATA 
HindIII  pBW10 
NFIA_093380_rev2  T CTAG ATCATTTTATCCCGATCTCACA 
AGCCTCATA 
XbaI  ‐ 
NFIA_093380‐rev  G GATC CTTTTATCCCGATCTCACAAGCCT CATA  BamHI  pBW09 
NFIA_093390_for  C CATG GCAGACATAGACAGAGC  NcoI  pBW22 
NFIA_093390_rev  G GATC CTGACTGATTCCGGTATATC  BamHI  pBW22 
NFIA_093440_for  G CATG CCTCTTCTTGTATTCATTGTGTC  spHI  pBW08 
NFIA_093440_rev  G GATC CCTGCTCCCAATCTGG  BamHI  pBW08 
NFIA_093440_rev2  T CTAG ACTACTGCTCCCAATCTGGC  XbaI  pBW13 
NFIA_093440_for1  G GATC CTCTCTTCTTGTATTCATTGTGTC TTTT  BamHI  pBW12 
pBW13 
NFIA_093440_rev1  A AGCT TCTACTGCTCCCAATCTGGCCT  HindIII  pBW12 
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2.3. Nährmedien  
Sofern  nicht  anders  angegeben,  beziehen  sich  die  Angaben  auf  1000 ml  H2Omillipore.  Zur 
Sterilisation  wurden  die  Medien  20 min  bei  121 °C  und  2  bar  Druck  autoklaviert.  Zur 
Herstellung von Festmedien wurde vor dem Autoklavieren 2% Agar‐Agar hinzugefügt. Der 





    Czapek Dox      35 g 
    Hefeextrakt       5 g 
 
mCDH‐Medium 
Saccharose      30 g 
Hefeextrakt      5,1 g 
NaNO3       2 g 





    Malzextrakt      30 g 
    Pepton      3 g   
 
Potato Dextrose (PD) 
    Potato Dextrose Both   24 g 
 
HA‐Medium  
    Hefeextrakt      4 g 
    Malzextrakt      10 g 
    Glucose      4 g 
    pH = 5,5 
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Weizen‐Medium 
    Weizen      100 g 




Reis        100 g 






    NaNO3       120 g 
    KCl        10,4 g 
    MgSO4 x 7 H2O    10,4 g 
    KH2PO4      30,4 g 
 
Spurenelemente 
    ZnSO4 x 7 H2O     2,2 g 
    H3BO3        1,1 g 
    MnCl2 x 4 H2O     0,5 g 
    FeSO4 x 7 H2O     0,5 g 
    CoCl2 x 6 H2O      0,16 g 
    CuSO4 x 5 H2O     0,16 g 
    (NH4)6MO7O24 x 4 H2O  0,11 g 
    EDTA        5 g 
Der pH‐Wert wurde mit KOH auf 6,5 eingestellt und die Lösung wurde unter Rühren bis 
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GMM Medium 
    L1      50 ml 
    Glucose    10 g 
  Dem Medium wurden entsprechende auxotrophe Marker zugegeben. 
    Für NRPS Transformanten 
        Riboflavin    2,5 mg 
        Arginin    0,5 g 
        Pyridoxin    0,5 g 
    Für NRPS+PT Transformanten 
        Riboflavin    2,5 mg 





    NaNO3     6 g 
    Glucose    10 g 
    CaCl2      0,52 g 
    MgSO4 x 7 H2O  0,52 g 
    KH2PO4    1,52 g 
  Dem Medium wurden ebenfalls die entsprechenden auxotrophen Marker wie beim 
  GMM‐Medium  beschrieben  zugegeben.  Der  pH‐Wert  wurde  mit  NaOH  auf  6,5 




    L1      50 ml 
    Glucose    10 g 
    Sorbitol    219 g 
  Dem Medium wurden ebenfalls die entsprechenden auxotrophen Marker wie beim 
  GMM‐Medium  beschrieben  zugegeben.  Der  pH‐Wert  wurde  mit  NaOH  auf  6,5 
  eingestellt  und  nach  dem  Autoklavieren  wurde  dem  Medium  1 ml 
  Spurenelementlösung zugegeben.  
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Top‐Agar 
    L1      50 ml 
    Glucose    10 g 
    Sorbitol    220 g 
    Agar      0,75 % 
Dem Medium wurden ebenfalls die entsprechenden auxotrophen Marker wie beim 
GMM‐Medium  beschrieben  zugegeben.  Der  pH‐Wert  wurde  mit  NaOH  auf  6,5 





    NaCl        10 g 
    Trypton      10 g 




    Trypton      20 g 
    Hefeextrakt      5 g 
    NaCl        10 mM 
    KCl        2,5 mM 






    Pepton      10 g 
    Hefeextrakt      5 g 
ad 450 ml H2Omillipore 






    Yeast Nitrogen Base    0,67g       
    L‐Adenin      0,01g       
    L‐Arginin      0,01g 
    L‐Cystein      0,01g 
L‐Leucin      0,01g 
L‐Lysin       0,01g 
L‐Threonin      0,01g 
L‐Tryptophan      0,01g 
L‐Asparaginsäure    0,005g 
L‐Histidin      0,005g 
L‐Isoleucin      0,005g 
L‐Methionin      0,005g 
L‐Phenylalanin    0,005g  
L‐Prolin       0,005g 
L‐Serin       0,005g 
L‐Tyrosin       0,005g 





    SCU‐Medium    400 ml 
    Sorbitol    91 g 
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SCU Expressionsmedium 
    SCU‐Medium    400 ml 
Nach  dem  Autoklavieren  wurden  50 ml  einer  steril  filtrierten  20%igen 






Antibiotikalösungen  wurden  auf  Vorrat  hergestellt  und  bei  ‐20 °C  gelagert.  Wässrige 










Carbenicillin  50  50 H2O 
Chloramphenicol  50  12,5 Ethanol 
Kanamycin  50  50 H2O 
Tetracyclin  12,5  12,5 Ethanol 
 
   





    NaCl      1,37 M 
    KCl      27 mM 
    Na2HPO4    10 mM 




    NaCl      100 mM 
    Tris‐Base    10 mM 
    EDTA      25 mM 









    Tris‐Base    50 mM 





  NaOH      0,2 M 
  SDS      1% (w/v) 
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Lösung 3 
    Kaliumacetat    3 M 
2.5.3. Puffer und Lösungen zur DNA‐Gelelektrophorese 
6 x DNA Ladepuffer 
    Bromphenolblau    0,25% (w/v) 
    Glycerin      30% (v/v) 
 
50 x TAE‐Puffer 
    Tris‐Base      2 M 
    Essigsäure      6% (v/v) 




    NaH2PO4      50 mM 
NaCl        300 mM   




    NaH2PO4      50 mM 
    NaCl        300 mM 




    NaH2PO4      50 mM 
    NaCl        300 mM 
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NAP‐Puffer 
    Tris‐HCL      50 mM 




    Natriumphosphat    50 mM 
    Glyerin      5% 
    PMSF        1 mM 
 
Natriumphosphat 
    NaH2PO4      1 M 
    Na2HPO4      1 M 





    Tris Base       30,3 g   
    Glycin        144 g   




    H2Obidest.      3 ml 
    0,5 M Tris‐HCL (pH: 6,8)   1,25 ml   
    10% (w/v) SDS    50 µl   
    30% Acrylamid    650 µl     
    10% (w/v) APS    50 µl 
    TEMED      5 µl 
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Trenngel (12%) (Menge für 4 Gele) 
    H2Obidest.      6,8 ml   
    1,5 M Tris‐HCL (pH: 8,8)  5 ml   
    10% (w/v) SDS    200 µl   
    30% Acrylamid/Bis Solution  8 ml 
    10% (w/v) APS    100 µl 
    TEMED      10 µl 
 
Trenngel 15% (Menge für 4 Gele) 
    H2Obidest.      4,2 ml 
    1,5 M Tris‐HCL (pH: 8,8)  5 ml   
    10% (w/v) SDS    200 µl   
    30% Acrylamid    10 ml 
    10% (w/v) APS    100 µl 
    TEMED      10 µl 
 
Coomassie Färbelösung 
    Coomassie Brillant Blau G‐250    0,1% (w/v) 
    Essigsäure          10% (v/v) 
    Methanol          50% (v/v) 
 
Entfärberlösung 
    Ethanol      20% (v/v) 




    Tris        25 mM 
    Glycine      192 mM 
    MeOH        20% 
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Stripping‐Puffer 
    Tris/HCL (pH 6,7)    625 mM 
    β‐Mercaptoethanol    100 mM 
    SDS        137 mM 
 
Farbreaktionspuffer 
    Tris/HCL (pH 8,8)    50 mM 
    MgCl2 x 6 H2O     5 mM 
 
PBST‐Puffer 
    KCl        2,7 mM 
    KH2PO4      1,5 mM 
    NaCl        137 mM 
    Na2HPO4      8,1 mM 
    Tween 20      0,05 % (v/v) 
 
Blockierlösung 







    BCIP (5‐Brom‐4‐Chlo‐3‐Indolyl‐phosphat)    0,3 mg/ml 





    Tween 80    0,1% 
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Trapping Puffer 
    Sorbitol    600 mM 
    Tris (pH 7,0)    100 mM 
 
STC Puffer 
    Sorbitol    1,2 M 
    CaCl2      10 mM 
    Tris (pH 7.5)    10 mM 
 
Calcium PEG 
    CaCl2      1M 
    PEG 3350 Lösung  60%ig 














Das  Magnesiumsulfat  wurde  zunächst  in  60 ml  H2Omillipore  gelöst  und 
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2.6. Methoden der Mikrobiologie 
2.6.1. Kultivierungsbedingungen für E. coli 
Anzucht  und  Kultivierung  von  Escherichia  coli  erfolgte, wenn  nicht  anders  angegeben,  in 
LB‐Medium  unter  Zusatz  des  entsprechenden Antibiotikums  zur  Selektion.  Flüssigkulturen 
wurden  bei  37 °C  über  Nacht  (16 ‐ 18  h)  auf  einer  Rundschüttelmaschine  bei  220 rpm 
kultiviert  (Sambrook  &  Russell  2001).  E. coli‐Dauerkulturen  wurden  durch  Mischen  von 




Transformation  erfolgte  die  Kultivierung  bei  30 °C  auf  Minimalmedium  ohne  Uracil 
(SCU‐Medium). Das  SCU‐Medium wurde  nach Herstellerangaben  des  pYES2/NT  C  Vektors 





HA‐Medium  beimpft  und  bei  entsprechender  Temperatur  inkubiert.  Zum  Animpfen  von 
Pilzen im kleinen Maßstab (100 ml) wurden 5 µl Sporensuspension oder ein 5 x 5 mm großes 
Mycelagarstückchen einer Agarplatte mit CDH‐, mCDH‐, MEP‐, PD‐ oder HA‐Flüssigmedium 





MEP‐,  PD‐  und  HA‐Medium)  mit  dem  entsprechenden  Ascomyceten  mit  3 ml  0,1%iger 
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Tween 20  Lösung mit Hilfe einer abgeschnittenen 1 ml  Spitze  suspendiert. Die  Suspension 
wurde  anschließend  mit  Hilfe  dieser  angeschnitten  1 ml  Spitze  in  ein  Falcon  überführt. 
Anschließend  wurden  die  Platten  erneut  2‐mal  mit  je  3 ml  0,1%iger  Tween  Lösung 
suspendiert. Die Suspension im Falcon wurde anschließend mit einer Spatelspitze Glasperlen 
(Ø ca. 2mm) versetzt und 30 sec gevortext. Die Suspension wurde über Watte  filtriert und 
bei  1700  x g  5 min  abzentrifugiert. Das Pellet wurde  in  500 µl  sterilem  20%igem Glycerin 




Zur  Isolierung  von  gDNA  aus  Ascomyceten  wurde  das  Mycel  einer  drei  Tage  alten 
Schüttelkultur  (120 rpm)  mit  100 ml  PD‐Medium  über  einem  Büchnertrichter  von  dem 
Kulturfiltrat getrennt. Das Mycel wurde mit 1 x PBS‐Puffer gewaschen und anschließend  in 
einem  in  flüssigem  Stickstoff  vorgekühlten Mörser  zu  einem  feinen  Pulver  zerrieben.  Pro 
Gramm Mycel wurden 12 ml DB‐Puffer mit Proteinase K (0,1 mg/ml) zugegeben und 2 h bei 
50 °C  und  160 rpm  inkubiert.  Nach  der  Inkubation  wurde  1 Volumenteil 
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol  (25/24/1)  zugefügt,  10 min  auf  Eis  invertiert  und  für 
7 min  bei  4700 x g  und  4 °C  abzentrifugiert.  Der  Überstand  wurde  in  ein  neues 
Reaktionsgefäß überführt und wiederholt 1 Volumenteil Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol 
(25/24/1) hinzugegeben. Nach 10‐minütiger  Inkubationen  auf Eis mit  stetigem  Invertieren 
wurde wieder 7 min bei 4700  x g und 4 °C  abzentrifugiert. Die obere Phase wurde  in ein 
neues Falcon überführt und die DNA wurde mit 1/10 Volumenteil Natriumacetat‐Lösung und 
einem Volumenteil  Isopropanol über Nacht bei  ‐20 °C gefällt. Am nächsten Tag wurde die 
DNA  durch  Zentrifugation  bei  6800  x  g  und  4 °C  für  45 min  pelletiert  und  das  Pellet 
anschließend mit  je  3 ml  eiskaltem  70%igem  Ethanol  gewaschen.  Das  Pellet  wurde  eine 
Stunde  an  der  Luft  getrocknet  und  in  300 µl  autoklaviertem H2Obidest.  aufgenommen. Die 
Lagerung der DNA erfolgte bei ‐20 °C.  
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2.7.2. Isolierung von mRNA aus N. fischeri NRRL181 und Herstellung von cDNA 
Zur  Isolierung  von  mRNA  aus  N. fischeri  wurde  die  Kulturbrühe  einer  100 ml 
PD‐Schüttelkultur  (120 rpm)  nach  drei‐tätiger  Inkubation  bei  25 °C  über  einen 
Büchnertrichter  in Mycel und Kulturfiltrat aufgetrennt. Das Mycel wurde mit 1 x PBS Puffer 




vorgeschlagen,  wurde  zur  Reduzierung  von  gDNA  Rückständen  ein  Verdau  mit  DNase I 










resuspendiert,  mit  250  μl  Lösung  2  gemischt  und  5 min  bei  RT  inkubiert.  Anschließend 
wurden  250 μl  Lösung  3  zugegeben.  Der  Ansatz  wurde  invertiert  und  nach  10‐minütger 
Inkubation  auf  Eis  bei  17000  x  g  für  20 min  bei  4 °C  abzentrifugiert. Der  klare Überstand 

















  Taq‐Puffer (10x)          1x 
  dNTP Mix 1:10 (2,5 mM von jedem dNTP)    200 µM von jedem dNTP 
  Plasmid‐DNA, cDNA bzw. gDNA       10‐100 ng   
  Primer for (c = 10 pmol/μl)         200 nM 
Primer rev (c = 10 pmol/μl)        200 nM 





Temperatur  Dauer  Zyklen Temperatur Dauer  Zyklen
94 °C  4 min  1 94 °C 4 min  1 
94 °C  30 sec    94 °C 30 sec   
58 °C ± 3,5 °C  1 min  35 55,7 °C 1 min  35 
72 °C  1,3 min    72 °C 1,3 min   
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und mit 1 × SYBR Safe DNA Gel stain (Invitrogen) versetzt. Als Laufmittel diente ebenfalls der 
1 x TAE  Puffer.  Die  Trennung  erfolgte  mit  einer  Arbeitsspannung  von  130  V  unter 
Verwendung  der Compact‐Midi  (MBT  30  EL)  Elektrophoresekammer  der  Firma Micro‐Bio‐
Tec‐Brand.  Die  Proben  wurden  mit  dem  6 × DNA‐Ladepuffer  unter  Verdünnung  des 
Ladepuffers  auf  1 × gemischt,  damit  die  Beladung  des  Gels  erfolgen  konnte.  Als 
Größenstandard diente der GeneRuler DNA Ladder Mix der Firma Fermentas. Die Detektion 









Analytische  Restriktionen  wurden  in  einem  Volumen  von  10  μl  mit  verschiedenen 
Restriktionsenzymen  in  den  mitgelieferten  Reaktionspuffern  unter  den  jeweils  vom 
Hersteller  angegebenen  Bedingungen  durchgeführt.  Präparative  Restriktionen  zur 





und  BglII  hergestellt.  Für  die  Restriktion  von  pBW21  mit  NcoI  und  BglII  wurde  NcoI 
unverdünnt  und  BglII  1:50  verdünnt  eingesetzt.  Für  die  partielle  Restriktion  von  pKM32 
wurde mit unverdünntem BglII und 1:1000 verdünntem NcoI geschnitten. Die Inkubationen 
erfolgten bei 37 °C für eine Stunde.   





  PCR Produkt        3,5 µl 
  Rapid Ligation Buffer (2x)    5 µl 
  pGEM‐T Easy Vector (25 ng)    0,5 µl 
  T4 DNA Ligase (Promega)    1 µl 
   
Für  die  Umklonierung  der  DNA‐Fragmente  aus  den  Klonierungsvektoren  in  die 
Expressionsvektoren wurden sowohl der Zielvektor als auch der Klonierungsvektor zunächst 
mit  den  jeweiligen  Restriktionsendonukleasen  verdaut  und  die  Proben  mittels  Agarose‐
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2.7.10. Herstellung kompetenter E. coli‐Zellen 
2.7.10.1. Herstellung CaCl2‐kompetenter E. coli‐Zellen 
Zur  Herstellung  kompetenter  Zellen  wurden  5 ml  LB‐Medium  mit  dem  entsprechenden 
Antibiotikum versetzt und eine Übernachtkultur der entsprechenden Bakterien hergestellt. 
Mit ca. 1 ml der Vorkultur wurden 100 ml LB‐Medium mit dem entsprechenden Antibiotikum 
angeimpft.  Das Wachstum  der  Kultur  bei  37 °C  und  220 rpm wurde  kontrolliert  bis  eine 
OD600 von 0,6 vorlag (ca. 3 h). Die Zellen wurden in 50 ml Falcons überführt und bei 1700 x g, 
4 °C  für  10 min  abzentrifugiert.  Das  Pellet  wurde  in  30 ml  eiskalter  0,1 M  CaCl2‐Lösung 







dem  entsprechenden  Antibiotikum  und  Bakterium  über  Nacht  bei  37 °C  und  220 rpm 







Zellen  in  2 ‐ 5 ml  eiskalter  10%iger Glycerinlösung  erneut  resuspendiert.  Es wurden  50 µl 
Aliquots hergestellt und bei ‐80 °C gelagert.  
   




DNA)  für  30 min  auf  Eis  inkubiert.  Es  folgte  ein  Hitzeschock  für  2 min  bei  42 °C  mit 





Agarplatten  mit  Antibiotikum  ausplattiert.  Die  Platten  wurden  über  Nacht  bei  37 °C 
kultiviert. Bei  Transformationen mit dem Klonierungsverktor pGEM‐T  Easy  konnte, da der 
Vektor  das  lacZ‐Gen  enthält,  eine  Blau‐Weis  Selektion  durchgeführt  werden.  Um  diese 
Selektion nutzen zu können, wurden die LB‐Agarplatten mit einer Lösung aus 40 μl X‐Gal  ‐




Zur  Elektroporation wurden  50 µl  elektrokompetenter  E. coli‐Zellen  auf  Eis  aufgetaut  und 
3 min bei 1700 x g und 4 °C für 3 min abzentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und 
das  Pellet  in  50 µl  20%iger Glycerinlösung  resuspendiert. Anschließend wurde  1 µl  des  zu 
transformierenden  Plasmides  zu  den  Zellen  gegeben.  Es  folgte  die  Elektroporation 
(MircoPulserTM  Electroporator,  Biorad)  nach Herstellerangaben.  Zur  Regeneration wurden 




Transformation  Kit  hergestellt.  Hierfür  wurden  10 ml  YPD‐Medium  mit  einer  einzelnen 
Kolonie einer YPD‐Agarplatte des S. cerevisiae INVSc1‐Stammes angeimpft. Die Kultur wurde 
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über  Nacht  bei  30 °C  und  280 rpm  inkubiert.  Am  nächsten  Tag  wurde  eine  neue  10 ml 
YPD‐Kultur mit  der Übernachtkultur  auf  eine OD600  von  0,4  angeimpft  und  bei  30 °C  und 
280 rpm bis zu einer OD600 von 1,0  inkubiert. Anschließend wurden die Zellen bei 500 × g 
und 22 °C für 5 min pelletiert und der Überstand verworfen. Das Pellet wurde  in 10 ml der 





Zur  Transformation  kompetenter  S.  cerevisiae‐Zellen mit  den  jeweiligen  Plasmiden wurde 






und  der  Überstand  verworfen.  Die  Zellen  wurden  in  100 µl  der  Lösung  III  des  Kits 







entsprechenden  auxotrophen  Markern  für  die  A. nidulans  CaW03  (ftmPS)  Mutante  von 
Carsten Wunsch,  ca.  sieben  Tage mit  eben  diesen  Transformaten  bei  37 °C  im  Dunkeln 
kultiviert. Es  folgte eine Sporenernte mit 2‐mal 4 ml Tween‐Lösung pro Platte. Die Sporen 
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wurden  in  einem  50 ml  Falcon  gesammelt  und  mit  Glasperlen  (Ø  2,85 ‐ 3,45  mm)  gut 
gevortext. Die Suspension wurde über steriler Watte filtriert und abzentrifugiert (4700 x g, 
5 min,  4 °C). Das  Pellet wurde mit  10 ml  sterilem H2Obidest.  gewaschen  und  400 ml GMM‐
Medium, ebenfalls mit den entsprechenden auxotrophen Markern, wurden mit den Sporen 
angeimpft. Nach ca. 8 ‐ 12 h wurden die Keimlinge mikroskopiert. Sobald die Keimschläuche 
2 ‐ 3‐ mal  so  lang waren wie der Conidiendurchmesser wurde diese  für 5 min bei 1700 x g 
und  4 °C  abzentrifugiert.  Das  gewonnene  Pellet  wurde  gewogen  und  in  20 ‐ 40 ml 
osmotischem Medium mit 50 ‐ 60 mg Lysozym (von Trichoderma harzianum (Sigma‐Aldrich; 
Dänemark) pro Gramm Pellet  für  ca. 2 bis 4 h bei 30 °C und 80 rpm  inkubiert.  Jede halbe 
Stunde wurden  die  Protoplasten  bzw.  Conidien mikrokopiert. Nach  dem  die  Protoplasten 
deutlich  erkennbar  und  in  ausreichender  Form  vorhanden waren wurden  diese  in  50 ml 
Falcons  à  25 ml  dekantiert  und  extrem  vorsichtig mit  5 ml  Trapping  Puffer  überschichtet. 
Nach  einer  15‐minütigen  Zentrifuagtion  bei  4700  x  g  und  4 °C  konnte  man  3  Phasen 










Zur  Transformation  von  A. nidulans  CaW03  (ftmPS)  wurden  1 – 3 µg  des  gereinigten 
Konstruktes mit STC‐Puffer auf 100 µl aufgefüllt, diese Lösung wurde vorsichtig zu 100 µl der 
Protoplastenlösung pipettiert und gemischt. Es  folgte eine 50‐minütige  Inkubation auf Eis. 
Anschließend wurde der Ansatz  zusammen mit 1,25 ml Calcium PEG‐Lösung  in ein  steriles 
15 ml  Falcon  überführt  und  sanft  gemischt.  Nach  20‐minütiger  Inkubation  bei 
Raumtemperatur  wurde  der  Transformationsansatz mit  5‐6 ml  STC‐Puffer  verdünnt.  Nun 
wurden  je  600 µl  des  Transformationsansatzes  auf  eine  Bottom‐Agarplatte  mit  den 
auxotrophen Markern  für die Transformanten pipettiert und mit  je ca. 5 ml 45 °C warmen 
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Top‐Agar,  ebenfalls  mit  den  entsprechenden  auxotrophen  Markern,  überschichtet.  Die 









0,7  wurde  die  Genexpression mit  unterschiedlichen  IPTG  Konzentrationen  induziert.  Die 
Expression  erfolgte  bei  220 rpm mit  unterschiedlichen  Temperaturen  und  Zeiten  je  nach 
Expressionsplasmid  (siehe 2.2.1.).  Im Anschluss wurden die Bakterien durch Zentrifugation 
für 8 min bei 4700 x g und 4 °C vom Medium getrennt. Die pelletierten Bakterien wurden in 
2 ml  Lyse‐Puffer  pro  g  Zellmasse  resuspendiert.  Die  Zellsuspension  wurde  zunächst  mit 
Lysozym  (Endkonzentration 1 mg/ml) versetzt und 30 min auf Eis  inkubiert, bevor die Lyse 
durch Ultraschall mit 6 Zyklen für je 10 sec bei 200 bis 300 W (Branson Sonifier 250) und 4 °C 
durchgeführt  wurde.  Es  folgte  eine  Zentrifugation  für  30 min  bei  17000  x  g  und  4 °C. 
Anschließend  wurde  der  Überstand  (lösliche  Proteinanteile)  von  den  pelletierten, 






220 rpm  wurden  die  Zellen  durch  Zentrifugation  (3000  x  g,  10 min,  4  °C)  geerntet  und 
bei ‐80 °C eingefroren. 





Sonifier  250  (Branson)  sechsmal  je  10  Sekunden  lang  bei  200 ‐ 300 W  behandelt. Danach 
wurde für 20 ‐ 30 min bei 4 °C und 17000 x g zentrifugiert. Der Überstand wurde über eine 
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Nach  24 h  wurde  die  OD600  bestimmt  und  die  Kultur  bei  1500  x  g  für  5 min  bei  4 °C 
abzentrifugiert  und  das  Pellet  in  50 ml  sterilem  H2Obidest.  resuspendiert.  Es  folgte  eine 




Volumen Glasperlen  (Ø  0,4 – 0,6 mm)  zugeben  und  das Gemisch wurde  kräftig  in  30  sec 
Intervallen  gevortext  und  auf  Eis  gestellt.  Dies  wurde  ca.  4‐mal  wiederholt  bevor  das 
Gemisch  bei  6800  x  g  für  10 min  bei  4 °C  abzentrifugiert  wurde.  Der  Überstand  wurde 








je  4 ml Waschpuffer  gewaschen  und  somit  die Waschfraktion  erhalten.  Dann wurde  das 






wurden  exakt  nach  den  Angaben  des  Herstellers  der  verwendeten  Mini‐PROTEAN® 
3‐Elektrophorese‐Zelle  der  Firma  Bio‐Rad  hergestellt.  Als  Sammelgel  wurde  ein  4%iges 
Polyacrylamidgel  verwendet.  Als  Trenngel  diente  ein  12%iges  bzw.  15%iges  Gel.  Die 
Elektrophorese  wurde  mit  einer  Spannung  von  180 – 200 V  durchgeführt.  Die  zu 
analysierenden  Proben wurden  unmittelbar  vor  der  Elektrophorese  im  Verhältnis  1:1 mit 
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Zur  Bestimmung  des  Proteingehalts  von  Lösungen  wurde  eine  Kalibrierungsgerade  mit 
1 mg/ml  BSA‐Lösung  erstellt.  Dazu  wurden  1  bis  10  μg  BSA  mit  NAP‐Puffer  auf  100  μl 
aufgefüllt  und  mit  1 ml  Bradford‐Reagenz  gemischt.  Nach  5‐minütiger  Inkubation  bei 
Raumtemperatur wurde die Absorption bei 595 nm mit einem UV‐Spektrometer gemessen. 
Es  wurde  eine  Zweifachbestimmung  durchgeführt  und  aus  den  Mittelwerten  der 





Die  Proteine  aus  Membranfraktionen  bzw.  die  Elutionsfraktionen  von  E. coli  bzw. 
S. cerevisiae  wurden  mittels  SDS‐PAGE  aufgetrennt  und  anschließend  in  einer  Tank‐
Blotkammer (CriterionTM Blotter, Biorad) auf eine PVDF‐Membran transferiert. Dafür wurde 
zunächst  das  Gel  ca.  10 min  in  Towbin‐Puffer  äquilibriert  und  die  PVDF‐Membran  nach 
5‐minütiger  Inkubation  in MeOH  ebenfalls  in  Towbin‐Puffer  getränkt.  Die  schwarze  Seite 
(Kathode)  des  Gel/Membran  Sandwiches  wurde  nach  unten  gelegt  und  über  einer 
Schwammschicht  folgte  eine  Schicht  Blotabsorber  Papier.  Darauf  wurde  das  in 
Transferpuffer äquilibrierte Gel und darauf  luftblasenfrei die Membran gebettet. Es  folgte 
wieder  eine  Schicht  Blotabsorber  Papier  und  eine  Schwammschicht.  Nun  wurde  das 
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Puffer  gewaschen.  Die  nachfolgenden  Schritte  wurden  bei  Raumtemperatur  auf  einem 
Schüttler  durchgeführt.  Um  unspezifische  Proteinbindungen  zu  vermeiden,  wurde  die 
Membran  für 30 min bei 4 °C  in Blockierlösung  inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit 
PBST‐Puffer  erfolgte  eine  zweistündige  Inkubation  der  Membran  mit  dem  primären 
Antikörper (Monoklonaler Maus Anti‐His‐tag Antikörper, Calbiochem). Die Membran wurde 
anschließend  drei Mal  in  PBST‐Puffer  gewaschen  und  für  60 min mit  einem  sekundären 
Antikörper (Anti‐Maus‐IgG Alkaline Phosphatase, Sigma‐Aldrich)  inkubiert. Beide Antikörper 
wurden vor Gebrauch  im Verhältnis 1:1000  in PBST‐Puffer verdünnt.  In den nachfolgenden 
Waschschritten  wurde  die  Membran  drei  Mal  in  PBST‐Puffer  und  drei  Mal  im 
Farbreaktionspuffer  gewaschen. Die Detektion der Proteine erfolgte durch  Inkubation der 
Membran  in  der  Färbelösung  bis  eine  deutliche  Färbung  der  Banden  sichtbar  war.  Die 
Farbreaktion  wurde  mit  Wasser  abgestoppt  und  die  Membran  mehrmals  in  Wasser 
gewaschen.  
2.8.8. Enzymassays mit FtmPT1 
Die  Enzymassays mit  FtmPT1 wurden  bei  pH  7,5  in  Tris‐HCL  (50 mM)  durchgeführt.  Die 
aromatischen  Substrate wurden  in DMSO, das DMAPP  in Tris‐HCL‐Puffer  (50 mM, pH 7,5) 
und das Ca2Cl  in H2Obidest. gelöst. Die Assays wurden  im 100 µl Ansatz durchgeführt und für 




  Stocklösung  Endkonzentration auf 100 µl 
Tris/HCL (pH 7,5)   50 mM  ad 100 µl 
Ca2Cl    100 mM  10 mM 10 µl 
aromatisches Substrat  20 mM  1 mM 5 µl 
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2.8.9. Enzymassays mit EAW19375, EAW19376, EAW19378, FtmO und FtmP  
Der  Standardansatz  der  durchgeführten  Enzymassays  zum  Nachweis  der  enzymatischen 
Aktivität  von  EAW19375,  EAW19376,  EAW19378,  FtmO und  FtmP  ist  in  folgender  Tabelle 




 Stocklösung Endkonzentration auf 100 µl 
Tris/HCL (pH 7,5)  50 mM  ad 100 µl 
Ca2Cl  100 mM 10 mM 10 µl 
Substrat 20 mM 1 mM 5 µl 
Cofaktoren 100 mM 1 oder 5 mM 1 oder 5 µl 
Protein  1,7 µg - 16,7 µg/100 µl  
 
Als  Cofaktoren wurden  je  1 mM  oder  je  5 mM  NAD,  NADP,  FMN  und  FAD  oder  NADH, 
NADPH,  FMN  und  FAD  eingesetzt.  Als  Substrate  dienten  je  5  mM  Tryprostatin  B, 
Fumitremorgin C oder 12,13‐Dihydroxyfumitremorgin C. Von FtmO wurden ca. 2,1 µg, von 
FtmP ca. 5,5 µg, von EAW19375 ca. 1,7 µg, von EAW19376 ca. 16,7 µg und von EAW19378 je 
30 µl  der UZP  (Pellet  nach  der Ultrazentrifugation)  pro  100 µl  Enzymassay  eingesetzt. Die 
Inkubation  erfolgte  bei  37 °C  über  16  h.  Im  Anschluss  wurde  3‐mal mit  dem  doppelten 
Volumen an Ethylacetat ausgeschüttelt, die vereinigte organischen Phasen wurden bis  zur 
trockene  eingeengt  und  in  200 µl MeOH  zurückgelöst.  Die  Analysen  der  Proben  erfolgte 
mittels analytischer HPLC (siehe 2.12.1.). 
2.8.10. KM‐Wert‐Berechnung 
Zur Bestimmung der KM‐Werte  enzymatischer Produkte  von  FtmPT1 wurden  100 µl Assay 
mit 0,4 µg FtmPT1 mit 10 mM CaCl2, 2 mM DMAPP, 30 bzw. 20 min bei 37 °C inkubiert. Die 
Assays wurden mit  100 µl Methanol  abgestoppt  und mittels  analytischer HPLC  analysiert 
(siehe 2.12.1.). Zur KM‐Wert‐Bestimmung wurden die Produktpeakflächen herangezogen. Da 
nicht  ausreichend Produktproben  vorlagen, um mittels einer  Eichgerade der Produkte die 
Peakfläche  einer  Substanzmenge  zuzuordnen,  wurde  die  Substanzmenge  der  Produkte 
folgendermaßen  ermittelt:  Es  wurden  10 ml  Assays  mit  den  entsprechenden  Substraten 












Die  quantitative  Auswertung  der  Zytotoxizitätstests  erfolgte  durch  einen  MTT‐










Zur  Synthese  von  cyclo‐D‐Trp‐L‐Pro  und  cyclo‐D‐Trp‐D‐Pro  wurden  zunächst  4,6 mmol 
(1,17 g)  H‐D‐Trp‐OMe‐HCl  mit  9,2  mmol  (1,04  ml)  NMM  (N‐Methylmorpholin)  und  5 ml 
trockenem  DMF  vermischt.  Das  ganze  wurde  auf  0 °C  runtergekühlt  und  mit  4,6  mmol 
(0,99 g)  N‐Boc‐D‐Pro‐OH  verrührt.  Anschließend  wurden  4,6 mmol (0,91 g)  DCC 






Das  Reaktionsgemisch  wurde  im  Anschluss  in  40 ml  Dichlormethan  gelöst,  filtriert  und 
jeweils zweimal mit 1 M HCl, H2O und 1 M NaHCO3 ausgeschüttelt. Die Dichlormethanphase 
wurde über Natriumsulfat getrocknet und  im Vakuumrotationsverdampfer bis zur Trockene 
eingeengt.  Es  wurde  1,36 g  Zwischenprodukt  (BOC‐D‐Pro‐D‐Trp‐OMe)  erhalten  (siehe 
Abbildung  2‐1).  Ein  Rundkolben wurde mit  einem  Septum  (Gummistopfen)  versehen  und 
unter  Vakuum  erhitzt  um  H2O  und  O2  zu  entfernen.  Anschließend  wurde  die  Probe  in 
Dichlormethan  gelöst und  in den Kolben  gespritzt, das  Lösungsmittel wurde  im Anschluss 
unter Vakuum bis zur Trockene eingeengt. Mit Hilfe eines Luftballons wurde der Kolben  in 
eine  Stickstoffatmosphäre  gehalten  und  4 h  bei  200 °C  pyrolysiert  (siehe  Abbildung  2‐2) 
(Caballero et al., 1998). Das Produkt wurde  in Aceton/Chloroform 2:1 (v/v) gelöst und über 
eine Kieselgelsäule mit Hilfe eines Aceton/Chloroform (2:1, 3:1, v/v) Gradienten aufgereinigt. 
In  Reagenzgläsern  wurden  verschiedenen  Fraktionen  aufgefangen.  Diese  wurden mittels 
Dünnschichtchromatographie analysiert und entsprechend vereinigt.  




verschiedenen  Medien  (CDH‐,  mCDH‐,  MEP‐,  PD‐,  HA‐,  Weizen‐  und  Reis‐Medium)  für 
14 Tage  kultiviert.  Die  Fermentation  erfolgte  im  Falle  des  CDH‐, mCDH‐, MEP‐,  PD‐,  HA‐







mit  Ethylacetat  auf  dem  Schüttler  bei  120 rpm  extrahiert.  Anschließend  wurde  das 
Lösungsmittel  ebenfalls  im  Vakuumrotationsverdampfer  bis  zur  Trockene  eingeengt.  Die 
Extrakte  wurden  in Methanol  gelöst  und  anschließend mit  0,1 M  HCl  Lösung  nochmals 
ausgeschüttelt. Die wässrige Phase wurde mittels 25%igem Ammoniak auf einen basischen 
pH  von  8 ‐ 9  eingestellt  und  anschließend  wieder mit  Ethylacetat  ausgeschüttelt.  Dieses 
wurde anschließend ebenfalls  im Vakuumrotationsverdampfer bis  zur Trockene eingeengt. 
Das Extrakt wurde in Methanol gelöst und in abgewogene Reaktionsgefäße überführt. Diese 
wurden  in  der  Speedvac  getrocknet,  gewogen  und  in  definierten  Konzentrationen  in 
Methanol aufgenommen.  
2.11.2. Isolierung von Sekundärmetaboliten aus Neosartorya fischeri NRRL181 
Zur  Isolierung  von  Sekundärmetaboliten  aus  N. fischeri  NRRL181  wurde  der  Ascomycet 




Medium  erfolgte  in  Fernbachkolben  mit  500 ml  Festmedium,  angeimpft  mit  100 µl 
Sporensuspension,  ebenfalls  für  14 Tage  bei  25 °C  als  Oberflächenkultur  (Emerskultur) 
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kultiviert.  Zur  Aufarbeitung  wurde  das  Mycel  von  der  Kulturbrühe  über  einen 
Büchnertrichter  getrennt.  Das  Mycel  wurde  für  eine  Stunde  in  einem  Methanol/Aceton 
Gemisch  (1:1) bei RT auf einer Rundschüttelmaschine geschüttelt. Nach der Trennung des 
Lösungsmittels  über  einen  Filter  wurde  dieses  im  Anschluss  mittels 
Vakuumrotationsverdampfer bei 30 °C bis  zur Trockene eingeengt. Das Kulturfiltrat wurde 
mit  einem  äquivalenten  Volumen  an  Ethylacetat  in  einem  Scheidetrichter  extrahiert.  Die 
vereinigten  organischen  Phasen  wurden  über  Natriumsulfat  getrocknet  und  am 
Vakuumrotationsverdampfer bei 30 °C bis zur Trockene eingeengt. Die Aufbewahrung der in 




und nach dem Abdampfen des  Lösungsmittels  auf die Kieselgelsäule  aufgetragen.  Für die 
Säule  wurde  die  30‐fache  Menge  an  Kieselgel 60  eingesetzt  und  mit  dem  2 ‐ 3  fachen 
Säulenvolumen  eluiert.  Die  Elution  erfolgte  mit  Cyclohexan:Ethylacetat  und 














Zur  biosynthetischen  Untersuchung  verschiedener  isolierter  Verbindungen  aus 
N. fischeri NRRL181 wurde der Ascomycet in zwei 50 ml Submerskulturen mit PD‐Medium in 
250 ml  Erlenmeyerkolben  mit  einem  Mycelagarstück  (Ø  5  mm)  einer  gut  bewachsenen 
N. fischeri NRRL181 Agarplatte (PD‐Medium) angeimpft. Die Kulturen wurden bei 37 °C und 
120 rpm  kultiviert.  Nach  drei  Tagen  wurde  in  einen  Kolben  0,1  mM  Tryprostatin B  als 
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120 rpm  als  Submerskultur  über  fünf  Tage  unter  Lichtausschluss  kultiviert.  Die  100 ml 
Kulturen wurden mit  je  zwei  5  x  5 mm  großen Mycelagarstücken  angeimpft. Als Medien 
diente CDH‐, mCDH‐, MEP‐, PD‐, HA‐, GMM‐, und AMM‐Medium. Nach fünf Tagen wurde die 
Kulturbrühe  über  einen  Büchnertrichter  in  Kulturfiltrat  und Mycel  getrennt.  Die  vierzehn 
verschiedenen  Kulturfiltrate  wurden  im  Anschluss  mit  einem  äquivalenten  Volumen  an 
Ethylacetat  2‐mal  ausgeschüttelt.  Die  vereinigten  organischen  Phasen  wurden  über 
Natriumsulfat  getrocknet  und  bis  zur  Trockene  eingeengt.  Die  Extrakte  wurden  in  einer 
Konzentration von 20 µg/µl zurückgelöst und mittels HPLC analysiert.  




HPLC  (1200  series, Agilent,  Böblingen). Die  verwendete HPLC wurde  durch  einen Dioden‐
Array‐Detektor unterstützt und trennte die Proben über eine RP18‐Trennsäule auf (250 mm 
x 4 mm, Partikelgröße 5 μm)  (C&S Chromatographie Service, Langerwehe). Der Trennsäule 
war  eine  RP‐18  Vorsäule  (30 mm  x  4 mm,  Partikelgröße  40  μm)  (C&S  Chromatographie 
Service,  Langerwehe)  vorgeschaltet.  Die  Proben wurden  vor  der Messung  für  15 min  bei 
17000 x g abzentrifugiert oder durch einen Spritzenvorsatzfilter (13 mm, 0,2 µm, PTFE) (VWR 
international, Darmstadt)  filtriert. Als Eluenten dienten H2Obidest., welches zuvor über einen 
hydrophilic  polyproplyene  Membran  Filter  (47 mm,  0,2 µm)  (PALL  Life  science,  Port 
Washington, NY) filtriert wurde, ohne oder mit 0,5% TFA und MeCN bzw. MeOH ohne oder 
mit 0,5% TFA. Die Analysen erfolgten mit einer Flussrate von 1 ml/min.  


















wurde  ebenfalls  eine  1200  series  HPLC  von  Agilent  verwendet.  Als  Säule  diente  eine 
Multospher  RP‐18‐Säule  (250 mm  x  10 mm,  Partikelgröße  5  μm)  (C&S  Chromatographie 
Service,  Langerwehe) mit  vorgeschalteter  Multoprep  RP‐18  Vorsäule  (50  mm  x  10  mm, 
Partikelgröße  40  μm)  (C&S  Chromatographie  Service,  Langerwehe).  Hier  wurde  eine 
Flussrate  von  2,5 ml/min  verwendet.  Als  Eluenten  dienten  H2Obidest.,  welches  zuvor  über 
einen  hydrophilic  polyproplyene Membran  Filter  (47 mm,  0,2µm)  (PALL  Life  science,  Port 
Washington, NY) filtriert wurde, ohne oder mit 0,5% TFA und MeCN bzw. MeOH ohne oder 
mit 0,5% TFA.  
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Die  enzymatischen  FtmPT1  Produkte wurden mit  einem  Gradienten  von  65% MeOH  auf 




Die  verschiedenen  Naturstoffe  aus  N. fischeri  NRRL181  wurden  mit  verschiedenen 
MeCN/H2O‐Gadienten  isoliert.  Zur  Trennung  von  6‐Methoxyspirotryprostain B  und 












durchgeführt.  Hierfür  wurde  das  Protein  aus  einer  SDS‐PAGE  herausgeschnitten  und  in 
Grade Modified Trypsin (Promega) über Nacht bei 37 °C inkubiert. Die Probe wurde in 25 µl 
10%  Acetonitril  mit  0,1%  TFA  gelöst  und  die  massenspektroskopische  Analyse  erfolgte 
mittels  eines  Orbitrap  Velos  Pro  Massenspektrometer  von  Thermo  Fisher  Scientific 
(Waltham, Massachusetts), angeschlossen an ein Ultimate NanoRSLC‐HPLC System ebenfalls 
von Thermo Fisher Scientific (Waltham, Massachusetts) mit einer Nano C‐18 RP Säule. 
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2.12.4. Kernresonanzspektroskopie (NMR) 
Die  isolierten  enzymatischen  Produkte  bzw.  isolierten  Naturstoffe  wurden  zur 
Strukturaufklärung  in der Speedvac getrocknet oder über Nacht  lyophilisiert. Zur Messung 
wurden  die  Proben  in  deuteriertem  Lösungsmittel  aufgenommen  (Euristop,  Saint‐Aubin 
Cedex, Frankreich), welches auch zur Kalibrierung der chemischen Verschiebung diente. Die 
Auswertungen  der  NMR  Daten  erfolgte mit  der MestReNova  (MestreLab  Research,  S.L., 
Santiago de Compostela) Software. 
Die 1H‐NMR‐Spektren der isolierten enzymatischen Produkte von FtmPT1 wurden entweder 
von Herrn Dr.  Kämpchen  bzw. Herrn Newel  an  einem  JEOL  ECA‐500  Spektrometer  (JEOL, 
München)  oder  von  Frau  Dr.  Xie  an  einem  Bruker  AVANCE‐600  Spektrometer  (Bruker, 
Billerica,  Massachusetts)  gemessen.  Die  2D‐NMR‐Spektren  (HMBC,  HSQC,  NOESY)  der 
isolierten  Substanzen  wurden  ebenfalls  von  Frau  Dr.  Xie  an  einem  Bruker  AVANCE‐600 
Spektrometer gemessen.  







200 nm  gemessen.  Mit  einem  Data  Pitch  von  0,1 nm  wurde  kontinuierlich  mit  einer 
Geschwindigkeit von 200 und einer Resonanz von 0,5 sec gemessen. Die Bandweite betrug 1 
und  jede Messung wurde  5‐mal  bei  20 °C wiederholt.  Die Messungen wurden mit  einer 
Hellma Präzisionsküvette aus Quarzglas (SUPRASIL, Typ 110‐QS, Schichtdicke 1 mm, 350 µl) 
vorgenommen und von den Substanzen wurde je 1 mg eingesetzt.  





























NH‐1  8,15 br s  8,14 br s  8,20 br s  8,21 br s 
H‐2  7,10 d (2,0)  7,04 d (2,3)  7,12 d (1,83)  7,05 d (1,6) 
H‐5  7,57 d (7,8)  7,60 d (7,9)  7,59 d (7,8)  7,61 d (7,8) 
H‐6  7,14 td (7,2; 1,2)  7,11 td (7,0; 1,0)  7,14 td (7,1; 0,9)  7,13 t (7,4) 
H‐7  7,22 td (7,2; 1,2)  7,18 td (7,0; 0,9)  7,23 dd (8,1;1,0)  7,20 t (7,1)  
H‐8  7,38 d (8,1)  7,34 d (8,0)  7,40 d (8,0)  7,36 d (8,0) 
H‐10  2,95 dd (15,1; 10,9)  3,39 dd (14,6; 6,2)  2,96 dd (15,1; 10,9)  3,53 m 
  3,75 ddd (15,1; 3,0; 0,6)  3,54 dt (12,0; 8,6)  3,76 dd (15,1; 1,0)  3,42 dd (14,4; 6,1) 
H‐11  4,36 dd (11,0; 2,8)  4,23 dd (10,3; 4,0)  4,37 dd (10,9; 2,6)  4,25 dd (9,9; 4,0) 
H‐12  5,68 br s  5,84 br s  5,72 br s  5,97 br s 
H‐14  4,06 t (7,6)  2,85 dd (10,7; 6,3)  4,07 t (7.8)  2,82 dd (10,7; 6,4) 
H‐17  3,63 m  3,17 m  3,61 m  3,18 m 
H‐18  1,91 m  1,41 m  1,89 m  1,41 m 
    1,70 m    1,71 m 
H‐19  2,30 m  1,82 m  2,33 m  1,80 m 
  1,99 m  2,07 m  2,02 m  2,06 m 
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Die  aufgenommen  1H‐NMR‐Spektren  wurden  mit  den  1H‐NMR‐Spektren  von 
cyclo‐L‐Trp‐L‐Pro  (1a) und  cyclo‐L‐Trp‐D‐Pro  (2a)  (Grundmann &  Li 2005)  verglichen  (siehe 
Tabelle 3‐1.). Aufgrund der deutlichen Unterschiede der 1H‐NMR Signale der Stereozentren 
H‐11 und H‐14 der beiden Produkte (rot und grün in Tabelle 3‐1 markiert) konnte das erste 
Syntheseprodukt  als  cyclo‐D‐Trp‐D‐Pro  (3a)  identifiziert  werden  und  das  zweite 
Syntheseprodukt  als  cyclo‐D‐Trp‐L‐Pro  (4a).  Auch  die  anderen  Signale  stimmten mit  den 
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3.2. Enzymatische Reaktionen mit der Prenyltransferase FtmPT1 
3.2.1. Einleitung 
Die  Prenyltransferase  FtmPT1  aus  A. fumifatus  ist  in  die  Biosnythese  der  Alkaloide  des 
Fumitremorgin‐Typs involviert. Sie katalysiert die reguläre C2‐Prenylierung von cyclo‐L‐Trp‐L‐
Pro  (Brevianamid F,  1a)  zu  Tryprostatin B  (1b).  FtmPT1  besitzt, wie  bereits Dr.  Alexander 
Grundmann  2005  zeigen  konnte,  eine  breite  Subtsratspezifität  gegenüber  verschiedenen 
zyklischen Dipeptiden, nicht jedoch gegenüber verschiedenen Prenyl‐Donoren. So akzeptiert 
FtmPT1  nur  DMAPP  (Dimethylallyl  diphosphat)  und  kein  Isopentenyl  bzw.  Geranyl 
diphosphat  (Grundmann & Li 2005). Für das natürliche enzymatische Prudukt von FtmPT1, 
Tryprostain B  (1b), wurde bereits ein  inhibitorischer Effekt auf den Zellzyklus  in der G2/M 




et  al.,  2000). Um  den  Einfluss  der  Substituenten  am Diketopiperazineringes  inklusive  der 
Stereochemie an C‐11 und C‐14 gegenüber der biologischen Aktivität zu überprüfen, wurden 
verschiedene  Substrate  mit  aliphatischen  oder  aromatischen  Substituenten  an  C‐14  mit 
FtmPT1 regulär an C2‐prenyliert. Unter anderem wurden alle vier Stereoisomere von cyclo‐
Trp‐Pro:  cyclo‐L‐Trp‐L‐Pro  (1a),  cyclo‐L‐Trp‐D‐Pro  (2a),  cyclo‐D‐Trp‐D‐Pro  (3a)  und  cyclo‐D‐
Trp‐L‐Pro (4a) sowie alle Steroisomere von cyclo‐Trp‐Ala: cyclo‐L‐Trp‐L‐Ala (5a), cyclo‐L‐Trp‐
D‐Ala (6a), cyclo‐D‐Trp‐D‐Ala (7a) und cyclo‐D‐Trp‐L‐Ala (8a) synthetisiert und anschließend 
mit  FtmPT1  prenyliert.  Zusätzlich  wurde  ebenfalls  cyclo‐L‐Trp‐L‐His  (9a)  von  Frau  Dr.  Yu 
synthestisiert und freundlicherweise als Substrat zur Verfügung gestellt. Außerdem wurden 
die  fünf bereits bekannten Substrate cyclo‐L‐Trp‐Gly  (10a), cyclo‐L‐Trp‐L‐Leu  (11a), cyclo‐L‐
Trp‐L‐Trp  (12a),  cyclo‐L‐Trp‐L‐Tyr  (13a) und  cyclo‐L‐Trp‐L‐Phe  (14a) mit FtmPT1 umgesetzt. 
Ingesammt  wurden  demzufolge  14  verschiedene  Substrate  mit  FtmPT1  und  DMAPP 
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3.2.2. Überproduktion von FtmPT1  
Zur Überproduktion  von  FtmPT1 wurde  das  Expressionskonstrukt  pAG012  in  kompetente 
E. coli‐M15‐Zellen  transformiert und  in einem 2 l‐Erlenmeyerkolben mit 1 l  LB‐Medium bei 
37 °C bis  zu einer OD600 von 0,6 angezogen. Nach  Induktion mit 0,1 mM  IPTG wurden die 
Bakterien  für  weitere  16 h  bei  30 °C  und  220 rpm  inkubiert.  Die  Aufreinigung  des 
überproduzierten FtmPT1 erfolgte wie unter 2.8.4. beschrieben. In folgender Abbildung 3‐2 




Mittels  Bradford‐Test  wurde  die  Proteinkonzentration  des  FtmPT1‐His6‐Proteins  auf 
1,3 µg/µl  bestimmt.  Insgesamt  konnten  also  4,6 mg  FtmPT1‐His6  pro  Liter  LB‐Medium 
aufgereinigt werden.  
3.2.3. Enzymassays zur Produktion von Tryprostatin B‐Analoga 
Um  verschiedene  Tryprostatin B‐Analoga  zu  produzieren wurden mit  dem  aufgereinigten 
Fusionsprotein  verschiedene  Enzymassays wie  unter  2.8.8.  beschrieben  durchgeführt.  Als 
Substrate wurden neben DMAPP, 1a ‐ 14a eingesetzt (siehe Abbildung 3‐3).  
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mittels semipräperativer HPLC (siehe 2.12.2.). In den folgenden Tabellen 3‐3 bis 3‐6 sind die 
1H‐NMR Daten der isolierten Verbindungen dargestellt.  













Position δH [ppm] multi. (J [Hz]) δH [ppm] multi. (J [Hz]) δH [ppm] multi. (J [Hz]) δH [ppm] multi. (J [Hz]) 
H‐1  7,96 s  7,92 s  7,93 s  7,90 s 
H‐4  7,46 d (7,7)  7,49 d (7,6) 7,46 d (8,0)  7,50 d 7,4 
H‐5  7,09 t (7,7)  7,07 td (7,2; 1,2) 7,09 td (8,0; 1,1)  7,06 td (7,2; 1,4) 
H‐6  7,15 t (7,7)  7,11 td (7,2; 1,4) 7,15 td (8,0; 1,1)  7,09 td (7,2; 1,4) 
H‐7  7,31 d (7,8)  7,27 d (7,2) 7,30 d (8,0)  7,28 dd (7,4; 1,5)
H‐10  2,95 dd (14,8; 11,4)  3,13 dd (14,9; 4,6) 2,95 dd (15,0; 11,4)  3,16 dd (14,7; 4,3)*
  3,68 m  3,45 dd (14,9; 4,8) 3,66 dd (15,0; 4,0)  3,42 m 
H‐11  4,36 dd (11,4; 2,3)  4,24 ddd (8,6; 4,6; 0,7) 4,36 dd (11,4; 2,8)  4,25 dd (9,1; 4,3)
H‐12  5,61 br s  5,89 br s 5,62 s  5,84 s 
H‐14  4,05 t (8,0)  2,71 dd (10,9, 6,4) 4,05 t (7,6)  2,71 dd (10,1; 6,3)
H‐17  3,58 m  3,52 m  3,59 m  3,54 m 
  3,45 m  3,13 dd (14,6; 7,1) 3,45 m  3,15 dd (9,4; 2,5) *
H‐18  2,02 m*  1,81 m  2,03 m*  1,81 m 
  2,32 m  1,35 m  2,33 m 1,36 m 
H‐19  2,02 m*  2,01 m  2,03 m*  2,05 m 
  1,90 m  1,65 m  1,89 m  1,68 m 
H‐1‘  3,48 m  3,41 d (7,2) 3,49 m  3,38 m 
H‐2‘  5,30 t (7,3)  5,27 br t (7,2) 5,31 t (7,3)  5,28 brt (7,3) 
H‐4‘  1,75 s  1,75 s  1,75 s  1,75 s 
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Position  δH [ppm] multi. (J [Hz])  δH [ppm] multi. (J [Hz]) δH [ppm] multi. (J [Hz]) δH [ppm] multi. (J [Hz])
NH‐1  7,94 s  7,94 s  7,94 s 7,94 s 
H‐4  7,51 d (8,0)  7,55 d (7,8) 7,51 d (7,7) 7,53 d (8,6) 
H‐5  7,10 td (8,0; 1,1) 7,12 td (8,0; 1,1) 7,10 td (7,7; 1,1) 7,08 td (8,6; 1,1) 
H‐6  7,13 td (8,0; 1,1) 7,15 td (8,0; 1,1) 7,13 td (7,7; 1,1) 7,14 td (8,6; 1,1) 
H‐7  7,30 d (8,0)  7,29 d 8,0 7,29 d (7,7) 7,29 d (8,0) 
H‐10  3,52 dd (14,8; 3,7)  3,38 dd (14,8; 4,0) 3,52 dd (14,9; 3,7) 3,38 dd (14,8; 4,0)
  3,10 dd (14,8; 9,7)  3,20 dd (14,8; 8,2) 3,08 dd (14,9; 9,7) 3,19 dd (14,8; 8,6)
H‐11  4,30 m  4,28 m  4,30 m 4,26 m 
NH‐12  5,90 sa   5,83 sb  5,79 sc 5,89 sd 
H‐14  4,03 q (7,1)  3,51 q (7,0) 4,03 dt (7,1; 1,4) 3,52 q (6,9) 
NH‐15   5,77 sa  5,8 sb  5,69 sc 5,80 sd 
H‐17  1,26 d (7,1)  1,35 d (7,0) 1,28 d (6,9) 1,34 d (6,9) 
H‐1‘  3,47 d (7,5)  3,46 d (7,0) 3,47 d (7,1) 3,46 d (7,1) 
H‐2‘  5,30 t (7,5)  5,30 t (7,2) 5,31 t (7,1) 5,30 t (7,1) 
H‐4‘  1,75 s  1,76 s  1,75 s 1,76 s 
H‐5‘  1,79 s  1,80 s  1,79 s 1,79 s 
a, b, c, d Signale mit den gleichen Buchstaben sind austauschbar  
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Position  δH [ppm] multi. (J [Hz]) δH [ppm] multi. (J [Hz]) δH [ppm] multi. (J [Hz]) 
H‐1  ‐  ‐  7,95 s 
H‐4  7,6 dt (8,0; 0,8)  7,48 d (7,41)  7,55 d (7,25) 
H‐5  7,05 ddd (7,9; 7,0; 1,1) 6,93 td (6,9; 1,0)  7,11 td (7,4; 1,1) 
H‐6  7,11 ddd (8,0; 7,0; 1,2) 6,98 td (6,93; 1,1)  7,15 td (7,5; 1,2) 
H‐7  7,31 dt (8,0; 0,9)  7,25 d (8,07)  7,3 td (7,6; 1,0) 
H‐10  3,08 dd (15,0; 4,7)  3,10 dd (14,8; 4,6)  3,19 dd (14,7; 8,8) 
  5,54 dd (14,8; 3,0)  3,42 dd (14,4; 3,7)  3,44 dd (14,7; 3,9) 
H‐11  4,29 ddd (4,6; 3,0; 0,8) 4,13 t (4,17)  4,30 m 
H‐12  ‐  ‐  5,57 s 
H‐14  3,67 ddd (10,9; 5,2; 0,8) 3,22 d (17,5)  3,98 m 
    2,39 d (17,5)   
H‐15  ‐  ‐  5,92 s 
H‐17  0,86 dd (14,5; 10,8)  ‐  1,62 m 
  2,38 dd (14,6; 3,8)     
H‐18  ‐  ‐  1,05 m 
H‐19  ‐  ‐  0,86 d (6,55) 
H‐20  8,60 d (1,4)  ‐  0,84 d (6,46) 
H‐22  5,22 s  ‐  ‐ 
H‐1‘  3,51 d (7,6)  3,44 d (8,5)  3,48 d (7,85) 
H‐2‘  5,35 tt (7,3)  5,32 m  5,33 m 
H‐4‘  1,77 s  1,75 s  1,77 s 
H‐5‘  1,77 s  1,75 s  1,81 s 
 
   











Position  δH [ppm] multi. (J [Hz]) δH [ppm] multi. (J [Hz]) δH [ppm] multi. (J [Hz]) 
H‐1  7,98 s  ‐  ‐ 
H‐4  7,49 d (8,02)* 7,51 d (7,5)  7,25 d (7,7) 
H‐5  7,09 ma  7,00 td (7,7; 1,3)  7,05 td (6,8, 1,1)* 
H‐6  7,14 ma  7,05 td (7,7; 1,2)  7,01 td (6,8, 1,1)* 
H‐7  7,27 d (7,45) 7,7 d (7,25)  7,55 d (8,0) 
H‐10  3,02 dd (14,7; 7,2)  3,11 dd (14,8; 4,8)  3,13 dd (14,8, 4,6) 
  3,22 dd (14,89; 3,72)  3,05 dd (14,8; 4,2)  3,06 dd (14,8, 4,3) 
H‐11  4,26 m  4,17 t (4,2)  4,19 t (4,0) 
H‐12  5,63 br s    ‐ 
H‐14  4,11 d (10,02) 3,77 dd (9,7; 2,8)  3,82 dd (9,7, 4,1) 
H‐15  5,77 s    ‐ 
H‐17  3,28 dd (17,03; 3,15)  2,52 dd (13,6; 3,5)  2,59 dd (13,2, 3,6) 
  2,03 dd (14,32; 10,31)  1,14 dd (13,5; 9,6)  1,16 dd (13,2, 9,8) 
H‐19  6,27 s  6,29 d (8,4)a  7,09 t (3,1)# 
H‐20  7,95 s  6,54 dt (8,5; 1,9)b 6,44 m+ 
H‐21      6,97 td (8,8, 1,7)* 
H‐22  7,31 d (8,02) 6,54 dt (8,5; 1,9)b 6,44 m+ 
H‐23  7,17 ma  6,29 d (8,4)a  7,09 t (3,1)# 
H‐24  7,13 ma  ‐  ‐ 
H‐25  7,49 d (8,02)* ‐  ‐ 
H‐1‘  3,65 t (6,01) 3,47 d (7,1)  3,47 d (7,2) 
H‐2‘  5,30 t (7,45) 5,35 tt (7,2; 1,4)  5,35 t (7,3) 
H‐4‘  1,77 s  1,77 s  1,77 s 
H‐5‘  1,81 s  1,78 s  1,78 s 
a, b Signale mit den gleichen Buchstaben sind austauschbar 
*,#, + Signale liegen übereinander 
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mit  dem  Spektrum  des  Enantiomeres  1b.  In  allen  1H‐NMR‐Spektren  konnten  die  Signale 
einer regulären Prenylierung bei δH 3,38‐3,49 (d oder m, 2H‐1‘), 5,28‐5,35 (t oder tt, 2H‐2‘), 
1,75‐1,77 (s, 3H‐4‘) und 1,77‐1,80 (s, 3H‐5‘) beobachtet werden. Zusätzlich wurde in keinem 





wurde  von  2b  zusätzlich  ein  13C‐NMR  ein COSY‐  und  ein HMQC‐Spektrum  aufgenommen, 
auch diese sind im Anhang unter 6.2. zu finden.  
3.2.4. Zytotoxische Aktivität der Tryprostatin B‐Analoga 
In  Zusammenarbeit  mit  der  Arbeitsgruppe  von  Prof.  Kassack  aus  Düsseldorf  wurde  die 
zytotoxische Aktivität der prenylierten Produkte gegenüber der Leukämie Zelllinie K562 und 
den menschlichen Eierstockkrebs Zelllinien A2780 sens und cisR wie unter 2.9.1. und 2.9.2. 
beschrieben  getestet.  Als  Negativkontrollen  dienten  die  unprenylierten  Substrate.  In  den 
nachfolgenden Abbildungen 3‐4 bis 3‐6 sind die Ergebnisse des MTT‐Zellproliferationstestes 
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Abbildung  3‐5:  Zellüberleben  der  Krebszelllinie  A2780  sens  gegenüber  1a ‐ 14a  und  1b ‐ 14b  in  Konzentrationen  von 
100 µM 
 
Abbildung  3‐6:  Zellüberleben  der  Krebszelllinie  A2780  cisR  gegenüber  1a ‐ 14a  und  1b ‐ 14b  in  Konzentrationen  von 
100 µM 




Werten  von  62 ‐ 100%  deutlich  höher  als  bei  den  prenylierten  Produkten  1b ‐ 14b,  hier 
überlebten  durchschnittlich  35%  der  Zellen.  Die  Zelllinie  K562  hingegen  war  mit  einer 
prozentualen  Überlebensgrenze  von  77 ‐ 96%  gegenüber  den  unprenylierten  Substraten 
1a ‐ 14a  sensibler  als  die  anderen  beiden  Zelllinien.  So  lag  hier  die  prozentuale 
Zelllinie A2780 sens
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unprenyliert  prenyliert  unprenyliert  prenyliert  unprenyliert  prenyliert 
1a  > 100  1b  21,1  1a  > 100  1b  82,8  1a  > 100  1b  85,9 
2a  > 100  2b  34,7  2a  > 100  2b  106  2a  > 100  2b  92,0 
3a  > 100  3b  40,4  3a  > 100  3b  100  3a  > 100  3b  87,8 
4a  > 100  4b  30,9  4a  > 100  4b  93,1  4a  > 100  4b  85,6 
5a  > 100  5b  35,2  5a  > 100  5b  89,8  5a  > 100  5b  82,2 
6a  > 100  6b  34,5  6a  > 100  6b  77,2  6a  > 100  6b  77,0 
7a  > 100  7b  34,7  7a  > 100  7b  85,0  7a  > 100  7b  81,1 
8a  > 100  8b  35,3  8a  > 100  8b  86,2  8a  > 100  8b  84,3 
9a  > 100  9b  32,2  9a  > 100  9b  91,8  9a  > 100  9b  91,7 
10a  > 100  10b  16,7  10a  > 100  10b  82,4  10a  > 100  10b  85,2 
11a  > 100  11b  30,1  11a  > 100  11b  92,6  11a  > 100  11b  75,0 
12a  > 100  12b  29,8  12a  > 100  12b  89,7  12a  > 100  12b  80,8 
13a  > 100  13b  31,6  13a  > 100  13b  89,8  13a  > 100  13b  83,3 
14a  > 100  14b  70,4  14a  > 100  14b  87,0  14a  > 100  14b  81,6 
 
Die Ergebnisse der  IC50‐Werte zeigen ebenfalls deutlich, dass die Prenylierung am  Indolring 
zu  einer  signifikanten  Erhöhung  der  Zytotoxizität  führte.  So  wiesen  alle  unprenylierten 
Substrate  1a ‐ 14a  IC50‐Werte  von  >  100  µM  auf.  Alle  getesteten  prenylierten  Produkte 
1b ‐ 14b  wiesen  eine  höhere  Toxizität  auf  mit  IC50‐Werten  im  niedrigen  bis  mittleren 
Mikromolar  Bereich  für  K562  und  im  höheren Mikromolar  Bereich  für A2780  Zellen. Wie 
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3.2.5. Isolierung und Strukturaufklärung weiterer Produkte der Prenyltransferase FtmPT1 
Im  Zuge  der  semipräperativen  Isolierung  der  C2‐prenylierten  Diketopiperazine  1b ‐ 14b 
wurden  in  den  HPLC‐Chromatogrammen  zusätzliche  Produktpeaks  mit  unterschiedlichen 
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In den HPLC‐Chromatogrammen kann man eindeutig sehen, dass beim natürlichen Substrat 
1a  neben  dem  Hauptprodukt  1b  nur  sehr  wenig  1c  produziert  wurde.  Auch  die 
Diastereomere  2a und  4a  sowie  11a produzierten hauptsächlich  ein dominantes Produkt. 














1a   7,0  82,3 0,7 ‐
2a   20,9  75,7 3,4 ‐
3a   44,8  43,4 11,8b 10,5b 
4a   70,8  27,4 1,8c ‐
5a   33,8  53,5 12,7b ‐
6a   44,0  43,9 12,1b ‐
7a   86,3  8,3 5,4c ‐
8a   42,0  46,4 11,6b ‐
9a   25,1  68,1 6,8b ‐
10a   24,4  57,0 18,6b ‐
11a   28,2  70,9 0,9c ‐
12a   29,2  67,0 3,8c ‐
13a   26,5  72,4 1,1b 1,6b 




Unter  diesen  Bedingungen  wurden  bei  fünf  Substraten  3a,  5a,  6a,  8a  und  10a 
Produktumsätze der c‐Reihe von über 10% beobachtet. Der Produktumsatz von 10c (18,6%) 
betrug  ein  Drittel  vom  Produktumsatz  von  10b.  Der  Produktumsatz  der  c‐Reihe  im 
Inkubationsansatz von 3a, 5a, 6a und 8a lag bei einem Viertel im Vergleich zur b‐Reihe. Der 
Umsatz der d‐Reihe bei 3a und 13a betrug  sogar  fast bzw. über 100%  im Vergleich  zur c‐
Reihe.  
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3.2.5.1. Strukturaufklärung der c‐Reihe 
Zur  Strukturaufklärung  der  c‐Reihe  wurden  die  Produkte  von  3a ‐ 14a  mittels 
semipräperativer  HPLC  (siehe  2.12.2.)  isoliert.  Die  UV‐Spektren  der  isolierten  Produkte 
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Tabelle 3‐9: HR‐ESI‐MS Daten der enzymatischen Produkte der c‐Reihe 
    HR‐ESI‐MS Daten  
Substanz  Chemische Formel  berechnet gemessen Abweichung [ppm]
3c  C21H25N3O2  374,1844 [M+Na]+ 374,1840 1,3 
4c  C21H25N3O2  374,1844 [M+Na]+ 374,1834 2,7 
5c  C19H23N3O2  348,1688 [M+Na]+ 348,1672 4,7 
6c  C19H23N3O2  348,1688 [M+Na]+ 348,1667 6,0 
7c  C19H23N3O2  348,1688 [M+Na]+ 348,1690 0,5 
8c  C19H23N3O2  348,1688 [M+Na]+ 348,1671 4,8 
9c  C22H25N5O2  392,2087 [M+H]+ 392,2087 0,2 
10c  C18H21N3O2  334,1531 [M+Na]+ 334,1559 8,2 
11c  C22H29N3O2  390,2157 [M+Na]+ 390,2172 3,6 
12c  C27H28N4O2  463,2110 [M+Na]+ 463,2131 4,5 
13c  C25H27N3O3  440,1951 [M+Na]+ 440,1915 7,9 
14c  C25H27N3O2  424,2001 [M+Na]+ 424,2008 1,7 
 
Da  die  [M+Na]+  oder  [M+H]+  Ionen  68  Dalten  größer waren  als  die  der  entsprechenden 
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Tabelle 3‐10: 1H‐NMR und 13C‐NMR Daten von cyclo‐C3α‐dimethylallyl‐D‐Trp‐D‐Pro (3c) in CDCl3, cyclo‐C3ß‐dimethylallyl‐






















NH‐1  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐ 
H‐2  5,41 s  5,31 s  80,4  5,37 s  80,4  5,38 s 
H‐3  ‐  ‐  56,1  ‐  e ‐ 
H‐4  7,07 mb  7,10 br d (7,5)  124,0  7,10 d (7,5)  124,0  7,11 dd (7,5; 1,2) 
H‐5  6,75 td (7,6; 0,8)  6,71 td (7,7; 0,9)  119,6  6,70 td (7,5; 0,7)  119,8  6,72 td (7,5; 1,0) 
H‐6  7,07 mb  7,01 td (7,7; 1,2)  129,3  7,02 td (7,5; 1,1)  129,3  7,03 td (7,7; 1,3) 
H‐7  6,57 d (7,7)  6,59 br d (7,8)  109,9  6,59 d (7,6)  110,2  6,60 dt (7,8; 0,6) 
H‐8  ‐  ‐  150,8  ‐  e ‐ 
H‐9  ‐  ‐  132,0  ‐  e  ‐ 
H‐10 syna  2,50 m  2,57 dd (12,6; 6,3)  40,5  2,60 dd (12,5; 6,1)  39,6  2,61 dd (12,5; 6,1) 
H‐10 antia  2,50 m  2,23 dd (12,6; 11,3)    2,20 dd (12,3; 11,7)    2,22 dd (12,5; 11,5) 
H‐11  4,35 t (8,7)  4,03 ddd (11,3; 6,2; 
1,9) 
58,4  4,02 dd (11,4; 6,0)  59,6  4,02 dd (11,5; 6,1) 
H‐13  ‐  ‐  168,7  ‐  e  ‐ 
H‐14  4,15 m  4,11 qd (6,9; 1,8)  53,9  3,90 m  51,9  3,91 qd (7,2; 0,8)  
           
NH‐15  ‐  8,07 br s  ‐  8,22 s  ‐  ‐ 
H‐16  ‐  ‐  170,4  ‐  e  ‐ 
H‐17  3,46 mc  1,36 d (6,9)  19,9  1,36 d (7,1)  15,6  1,36 d (7,1) 
3,46 mc           
H‐18  1,88‐2,20 md  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐ 
1,88‐2,20 md           
H‐19  1,88‐2,20 md  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐ 
1,88‐2,20 md           
H‐1’  2,31 m  2,39 dd 14,0, 7,0  36,8  2,41 dd (14,6; 7,4)  36,6  2,42 dd (14,4; 7,2) 
  2,44 dd (14,0; 8,1)    2,45 dd (14,5; 8,1)    2,46 dd (14,3; 7,9) 
H‐2’  5,10 t (8,1)  5,14 br t (7,3)  119,7  5,13 br t (8,2)  119,8  5,14 br t (7,9) 
H‐3’  ‐  ‐  135,8  ‐  e  ‐ 
H‐4’  1,62 s  1,51 s  17,5  1,52 s  17,5  1,53 s 
















Position  δH [ppm] multi. (J [Hz])  δC [ppm] δH [ppm] multi. (J [Hz]) δC [ppm] δH [ppm] multi. (J [Hz])  δC [ppm]
NH‐1  ‐  ‐  ‐ ‐ ‐ ‐ 
H‐2  5,27 s  80,5  5,34 s 80,6 5,18 s  80,3
H‐3  ‐  56,5  ‐ 56,5 ‐ 56,5
H‐4  7,09 br d (7,4) 124,1  7,10 d (7,5) 124,3 6,97 d (7,2)c  124,2
H‐5  6,70 td (7,4; 0,9)  119,8  6,70 td (7,5; 0,8) 120,0 6,65 td (7,4; 0,8)  119,6
H‐6  7,01 td (7,6; 1,2)  129,4  7,01 td (7,6; 1,2) 129,6 6,97 td (7,3; 1,2)c  129,3
H‐7  6,57 d (7,7)  110,0  6,58 d (7,6) 110,2 6,52 d (7,5)  109,5
H‐8  ‐  150,8  ‐ 151,0 ‐ 151,4
H‐9  ‐  132,0  ‐ 132,4 ‐ 131,5
H‐10 syna  2,57 dd (12,6; 6,1)  39,8  2,58 dd (12,5; 6,1) 40,3 2,26 dd (12,1; 5,5)d  41,8
H‐10 antia  2,09 dd (12,5; 11,5)    2,22 dd (12,5; 11,5) 1,19 t (12,0)   
H‐11  4,05 ddd (12,1; 6,1; 
1,8) 
59,6  4,00 m 59,2 3,79 ddd (12,0; 5,4; 
1,7) 
58,7
H‐13  ‐  166,4  ‐ 166,2 ‐ 166,0
H‐14  4,45 td (6,0; 1,7)  55,3  4,04 dd (17,1; 2,3) 46,9 4,33 m  57,7
‐  ‐  3,73 dd (17,0; 3,3)  
NH‐15  ‐  ‐  8,01 s ‐ 7,96 s  ‐ 
H‐16  ‐  171,8  ‐ 171,3 ‐ 169,6
H‐17  3,19 dd (15,5; 5,7)  26,0  ‐ ‐ 3,16 dd (13,9; 4,1)  38,3
3,33 dd (4,3)b   ‐ 2,92 dd (13,9; 4,4)   
H‐18  ‐  130,5  ‐ ‐ ‐ 126,7
H‐19  ‐  ‐  ‐ ‐ 7,01 d (8,5)e  132,1
H‐20  8,75 s  134,8  ‐ ‐ 6,72 dt (8,5; 1,9)f  116,0
H‐21  ‐  ‐  ‐ ‐ ‐ 157,6
H‐22  7,32 s  118,8  ‐ ‐ 6,72 dt (8,5; 1,9)f  116,0
H‐23  ‐  ‐  ‐ ‐ 7,01 d (8,5)e  132,1
H‐1’  2,37 d (7,6)  36,7  2,45 dd (14,5; 8,0) 36,9 2,21 dd (14,3; 8,3)  37,5
    2,41 dd (14,5; 7,3) 2,24 dd d   
H‐2’  5,10 br t (7,4) 119,7  5,14 br t (7,2) 120,0 4,84 mg  119,8
H‐3’  ‐  136,0  ‐ 136,1 ‐ 135,3
H‐4’  1,49 s  17,6  1,52 s 17,8 1,51 s  17,8
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2010b;  Zou  et  al.,  2011).  Im  Vergleich  zu  den  1H‐NMR‐Spektren  der  entsprechenden 
Substrate ist das Signal für H‐2 bei den Produkten der c‐Reihe von δH 7,2 zu 5,18‐5,41 (s, 1H) 
ins  Hochfeld  verschoben.  Diese  Verschiebung  ist  ebenfalls  bei  revers  C3‐prenylierten 
Indolinen zu beobachten (Yin et al., 2010a; Yin et al., 2010b). Um die Prenylierungsposition 




Die Korrelationen  in den HMBC‐Spektren von H‐1‘ der Prenyl‐Einheit  δH 2,21‐2,46 ppm  zu 









von  H‐10syn  zu  H‐4  zu  beobachten.  Die  starke  Interkation  von  H‐2  zu  H‐1‘  bestätigte  die 
cis‐Konfiguration  zwischen  H‐2  und  der  Prenyl‐Einheit  an  C‐3  des  Indolrings.  Für  alle 
analysierten Substanzen konnten außerdem starke NOESY Korrelationen zwischen H‐11 und 
H‐10syn  sowie  von  H‐1‘  zu  H‐10anti  detektiert  werden.  Bei  13c  konnte  zusätzlich  eine 
Interkation von H‐10anti zu H‐2 beobachtet werden. Zusätzlich konnten keine  Interkationen 





Trp‐L‐Ala  überein  (Caballero  et  al.,  2003).  Auch  3c  stimmte  mit  seinem  synthetisch 
hergestellten  Enantiomer  cyclo‐C3β‐dimethylallyl‐L‐Trp‐L‐Pro  überein.  Die  beiden  NMR 
Vergleiche sind in folgender Tabelle 3‐12 dargestellt.  
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Tabelle 3‐12:  1H‐NMR Daten von cyclo‐C3α‐dimethylallyl‐D‐Trp‐D‐Pro  (3c)  in CDCl3 und cyclo‐C3ß‐dimethylallyl‐L‐Trp‐L‐














Position  δH [ppm] multi. (J [Hz])  δH [ppm] multi. (J [Hz]) δH [ppm] multi. (J [Hz]) δH [ppm] multi. (J [Hz])
H‐2  5,41 s  5,42 s  5,31 s 5,4 s  
H‐4  7,07 mb  7,07 ma 7,10 br d (7,5) 7,06 ma 
H‐5  6,75 td (7,6, 0,8) 6,75 td (7,4; 0,8) 6,71 td (7,7; 0,9) 6,73 td (7,4; 0,8) 
H‐6  7,07 mb   7,07 ma 7,01 td (7,7; 1,2) 7,06 ma 
H‐7  6,57 d (7,7)  6,58 d (7,7) 6,59 br d (7,8) 6,57 d (7,6) 
H‐10 syna  2,50 m   2,50 mb 2,57 dd (12,6; 6,3) 2,44 mb 
H‐10 antia  2,50 m  2,50 mb 2,23 dd (12,6; 11,3) 2,44 mb 
H‐11  4,35 t (9,7)  4,36 t (8,6) 4,03 ddd (11,3; 6,2; 1,9) 4,08 q (7,0) 
H‐14  4,15 m  4,14 m  4,11 qd (6,9; 1,8) 4,28 t (8,4) 
NH‐15 - - 8,07 br s - 
H‐17  3,46 mc  3,48 mc 1,36 d (6,9) 1,44 d (7,0) 
   3,46 mc  3,48 mc  
H‐18  1,88‐ 2,20 md  2,22‐187 md ‐ ‐ 
   1,88‐ 2,20 md   2,22‐187 md  
H‐19  1,88‐ 2,20 md   2,22‐187 md ‐ ‐ 
   1,88‐ 2,20 md   2,22‐187 md  
H‐1’  2,31 m  2,32 m  2,39 dd 14,0, 7,0 2,44 mb 
   2,44 dd (14,0; 8,1)  
H‐2’  5,10 t (8,1)  5,10 t (7,9) 5,14 br t (7,3) 5,09 t (8,0) 
H‐4’  1,62 s  1,62 s  1,51 s 1,16 s 
H‐5’  1,69 s  1,69 s  1,66 s 1,69 s 
a H‐10syn hat eine cis und H‐10anti eine trans Konfiguration zu H‐11 
b,c,d, Signale überlappen 
Zusätzlich  wiesen  die  beiden  Enantiomere  6c  und  8c  die  gleichen  Signale  im  1H‐NMR‐
Spektrum auf (siehe Abbildung 3‐11).  
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Abbildung 3‐11:  1H‐NMR‐Spektren von  cyclo‐C3ß‐dimethylallyl‐L‐Trp‐D‐Ala  (6c) und  cyclo‐C3α‐dimethylallyl‐D‐Trp‐L‐Ala 
(8c) im Vergleich 
Diese Ergebnisse sprechen dafür, dass aus D‐tryptophanhaltigen zyklischen Dipeptiden in der 
c‐Reihe  hexahydropyrrolo[2,3‐b]  Indole  mit  einer  α‐Konfiguration  entstehen  und  aus 




Abbildung  3‐12:  Umsatz  von  L‐Tryptophan‐haltigen  zyklischen  Dipeptiden  mit  FtmPT1  zu  regulär  C2‐  und  C3ß‐ 
prenylierten Derivaten 
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Abbildung  3‐13:  Umsatz  von  D‐Tryptophan‐haltigen  zyklischen  Dipeptiden  mit  FtmPT1  zu  regulären  C2‐  und  C3α‐ 
prenylierten Derivaten 
3.2.5.2. Strukturaufklärung der d‐Reihe  






Substanz  Chemische Formel  berechnet gemessen Abweichung [ppm] 
3d  C21H25N3O2  374,1844 [M+Na]+ 374,1844 0,1
13d  C25H27N3O2  440,1950 [M+Na]+ 440,1999 1,9
 
Auch hier waren die [M+Na]+ Ionen 68 Dalten größer als die der entsprechenden Substrate, 
so  konnte  ebenfalls  eine  Monoprenylierung  der  d‐Reihe  festgestellt  werden.  In  der 
nachfolgenden Tabelle 3‐14 sind die 1H‐NMR Daten von 3d und 13d dargestellt.  
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Position  δH [ppm] multi. (J [Hz])  δH [ppm] multi. (J [Hz]) δH [ppm] multi. (J [Hz]) δH [ppm] multi. (J [Hz])
H‐2  7,02 br s  7,04 s 6,98 s 6,99 s 
H‐4  7,55 dt (8,0; 1,0)  7,59 d (7,6) 7,59 dt (8,0; 0,9) 7,60 d (7,9) 
H‐5  7,01 ddd (8,0; 7,1; 1,0)  7,10 m 7,06 ddd (8,0; 7,0;
1,0) 
7,08 td (6,9; 1,0) 
H‐6  7,12 ddd (8,0; 7,1; 1,3)  7,23 br t (7,6) 7,16 ddd (8,0; 7,0;
1,0) 
7,17 td (6,9; 1,0) 
H‐7  7,29 dt (8,2; 0,8)  7,40 d (8,5) 7,32 dt (8,0; 0,8) 7,32 d (8,2) 
H‐10  3,24 dd (14,6; 4,4)  3,74 dd (15,1; 4,1) 2,99 dd (14,6; 5,0) 3,00 dd (14,8; 4,1)






NH‐12  ‐  6,37 s ‐  

















H‐20  ‐  ‐  6,57 d (8,6) 6,58 br d (8,5) 
H‐22  ‐  ‐  6,57 d (8,6) 6,58 br d (8,5) 
H‐23  ‐  ‐  6,34 d (8,6) 6,35 br d (8,2) 
H‐1‘  4,68 d (7,0)  4,67 d (7,0) 4,70 d (6,8) 4,70 d (6,9) 
H‐2‘  5,33 br t (7,0)  5,37 br t (7,0) 5,33 tt (6,9; 1,5) 5,34 br t (6,9) 
H‐4‘  1,74 s  1,77 s 1,68 s 1,69 s 
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3.2.6. Unabhängige Produktbildung der b‐, c‐ und d‐Reihen 
Da im Reaktionsansatz mit FtmPT1 neben der erwarteten C2‐Prenylierung auch C3‐ und N1‐
prenylierte  Produkte  isoliert werden  konnten, wurde  im  Folgenden  untersucht,  ob  diese 
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Wie man obigen Abbildungen entnehmen kann, waren die Produkte der b‐, c‐ und d‐Reihe 
chemisch  stabil  und  sie wurden  in  der Gegenwart  von  FtmPT1  und  DMAPP  nicht weiter 
umgesetzt. Es kann jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass eine Umwandlung der Reihen 
während  der  Bindung  am  Enzym  stattfindet  bevor  sie  FtmPT1  verlassen.  Um  besser  zu 





Substrat  KM [mM]  kcat [s‐1] kcat/KM [s‐1M‐1] 
  b‐Reihe  c‐Reihe b‐Reihe c‐Reihe b‐Reihe c‐Reihe 
1a   0,16  ‐ 4,05 ‐ 25312 ‐
3a   0,14  ‐ 0,31 ‐ 2214 ‐
5a   0,54   0,48 1,47 0,13 2722 271 
6a   0,41  ‐ 0,71 ‐ 1732 ‐
8a   0,39   0,14 0,24 0,06 615 429 
9a   0,45  ‐ 2,14 ‐ 4756 ‐
10a   0,77   0,69 3,14 2,55 4078 3696 
13a   0,27   0,37 1,73 0,09 6407 246 
‐: nicht bestimmbar  
Für  die  Substrate  3a,  6a  und  9a  konnte  für  die  Produkte  der  c‐Reihe  kein  kinetischer 
Parameter ermittelt werden, da sich die Produktbildung unter den getesteten Bedingungen 
mit Substratkonzentrationen bis 2 mM noch im linearen Bereich befand. Bei den Substraten 
6a  und  8a  hingegen  kam  es  bei  dieser  Konzentration  von  2 mM  bereits  zu  einer 
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3.3. Isolierung von Naturstoffen  
3.3.1. Einleitung 




mit  dem  Substrat  Chanoclavin‐I  Aldehyd  beide  möglichen  Produkte,  Festuclavin  und 
Pyroclavin  gebildet  wurden,  sollte  nun  die  tatsächliche  in  vivo  Stereochemie  von 
Fumigaclavin A festgelegt werden (siehe Einleitung unter 1.3.2.). Durch die Kultivierung von 
N. fischeri NRRL181 sollte unter anderem Fumitremorgin A, das vermutliche Endprodukt der 
Verruculogen  Biosynthese,  isoliert  werden,  um  anschließend  nach  dem  fehlenden 
Prenyltransferasegen  im Genom von N. fischeri NRRL181 zu suchen. Zusätzlich sollten aber 
auch  andere  Alkaloide  des  Fumitremorgin‐Typs  wie  Tryprostatine,  Fumitremorgine, 
Cyclotryprostatine, Spirotryprostatine oder Verruculogene  isoliert und mittels ESI‐MS‐ und 




als  Submerskultur  (CDH‐, mCDH‐, MEP‐,  PD‐  und HA‐Medium)  oder  als Oberflächenkultur 
(Emerskultur)  (Weizen‐ und Reis‐Medium)  und  kultiviert.  Die  gewonnenen 
Kulturfiltratextrakte  wurden  zusätzlich  mit  0,1 M  HCl  ausgeschüttelt,  wie  unter  2.11.1. 
beschrieben.  In  den  Extrakten  des  CDH‐,  MEP‐,  PD  und  HA‐Mediums  konnte  keine 
Produktion von Fumigaclavin A nachgewiesen werden. In den Extrakten des mCDH‐, Weizen‐ 
und  Reis‐Mediums  hingegen  konnte  Fumigaclavin A  detektiert  werden.  Die  HPLC‐
Chromatogrammen sind in folgender Abbildung 3‐17 dargestellt.  
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Abbildung  3‐17:  HPLC‐Chromatogramme  der  Pilzextrakte  des  mCDH‐,  Weizen‐  und  Reis‐Mediums  im  Vergleich  zum 
Standard Fumigaclavin A, detektiert bei 296 nm 
Aus 100 g Reis‐ bzw. Weizen‐Medium konnten je 5 mg Rohextrakt extrahiert werden, mit ca. 
4 mg  Fumigaclavin  A.  Pro  1000 ml  mCDH‐Medium  wurden  ca.  18 mg  Fumigaclavin A 
produziert.  Zur  Analyse  der  Stereochemie  von  Fumigaclavin A  wurde  dieses  aus  dem 
Rohextrakt des Weizen‐Mediums mittels  semipräpertiver HPLC  isoliert  (siehe  2.12.2.). Die 
1H‐  und  13C‐NMR  Daten  des  isolierten  Fumigaclavin A  sind  in  folgender  Tabelle  3‐16 
abgebildet. 
   


































































Die  1H‐NMR  Daten  wurden  mit  Werten  aus  der  Literatur  verglichen  und  stimmten  mit 
maximaler Abweichung von 1,1 ppm, beruhend auf unterschiedlichen NMR‐Lösungsmitteln, 
überein  (Kawai  et  al.,  1992).  Zusätzlich  wurden  HSQC‐,  HMBC‐  und  NOESY‐Spektren 
aufgenommen  (siehe  Anhang  unter  6.6.).  Die  HMBC  und  NOESY  Korrelationen  sind  in 
folgender Abbildung 3‐18 dargestellt.  





keine  NOESY  Korrelation  beobachtet  werden.  Dafür  korrelierte  H‐9 mit  H‐10syn  und  der 
Methylgruppe  an  C‐8.  Daraus  lässt  sich  schließen,  dass  die  Acetoxy‐Gruppe  in  β‐Position 
steht. Folglich konnte aus allen aufgenommen NMR‐Spektren (1H‐NMR‐, HSQC‐, HMBC‐ und 




Aus  dem  Ascomyceten  N. fischeri  NRRL1881  sollten  im  Zuge  dieser  Arbeit  verschiedene 




den  Kulturfiltraten  und  Mycelen  erfolgte  wie  unter  2.11.2.  beschrieben.  Die  erhaltenen 
Extrakte wurden  in einer definierten Konzentration  von  20 µg/µl  in MeOH  gelöst und die 
Analyse  erfolgte,  wie  unter  2.12.1.  dargestellt,  mittels  analytischer  HPLC.  Die  HPLC‐
Chromatogramme der Pilzextrakte sind in folgender Abbildung 3‐19 abgebildet.  







Kulturfiltratextrakten  beobachtet werden.  Des Weiteren  schien  sogar  die rpm  Zahl  einen 
Einfluss auf die Sekundärmetabolit‐Produktion zu haben.  
Um  unter  anderem  Fumitremorgin A  zu  isolieren,  wurden  die  Sekundärmetabolite  der 
Pilzextrakte  im  Folgenden  nach  dem  charakteristischen UV‐Spektrum  der  Fumitremorgine 
untersucht. Dieses weist ein Maximum bei ca. 230 nm und zwei weitere Maxima bei 275 und 
290 nm auf (siehe Abbildung 3‐20).  
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Abbildung 3‐20: Charakteristisches UV‐Spektrum der Fumitremorgine 
Aufgrund  dieser  Maxima  wurden  alle  HPLC‐Chromatogramme  der  N. fischeri  NRRL181 
Extrakte bei 296 nm untersucht und analysiert. Betrachtet man die Kulturfiltratextrakte bei 
einer Wellenlänge von 254 nm sieht man meist einen Dominanten Acetylaszonalenin Peak. 






Des  Weiteren  wurde  die  Sekundärmetabolit‐Produktion  der  verschiedenen  Bedingungen 
untereinander  verglichen. Auf  diese Weise wurden  drei Bedingungen  (siehe  Tabelle  3‐17) 
ausgewählt, unter denen der Pilz im 4 l‐Maßstab kultiviert werden sollte.  
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3.3.3.2. Fraktionierung an Kieselgel und Isolierung von Sekundärmetaboliten  
Unter  den  ausgewählten  Kultivierungsbedingungen,  mit  MEP‐  und  PD‐Medium  als 
Submerskultur bei 37 °C und 120 rpm sowie mit HA‐Medium bei 25 °C und 0 rpm, wurde der 
Pilz  im  Folgenden  je  Bedingung  in  vier  2000 ml  Erlenmeyerkolben  mit  je  1000 ml 
Flüssigmedium  für  zwei  Wochen  kultiviert.  Die  Extraktion  erfolgte  wie  unter  2.11.2 
beschrieben und die erhaltenen Pilzextrakte wurden anschließend wie unter 2.11.2. erklärt 
über eine Kieselgelsäule  chromatographiert,  so dass  für das Kulturfiltrat und das Mycel  je 
acht  Fraktionen  erhalten wurden. Diese wurden wiederum mittels  analytischer HPLC wie 
unter 2.12.1 beschrieben analysiert 
Da die Arbeitsgruppe von Prof. Frisvad 1988 zeigen konnte, dass N. fischeri als Emerskultur 
auf  mCDH‐Medium  unter  Anderem  Fumitremorgin  A  produziert,  wurde  der  Ascomycet 
zusätzlich zu den bisher ausgewählten Submerskulturen auf mCDH‐Medium als Emerskultur 
kultiviert (Nielsen et al., 1988). Hierfür wurde der Pilz für zwei Wochen bei 25 °C und 0 rpm 
in  zwei  Fernbachkolben  mit  je  500 ml  Festmedium  kultiviert.  Die  Extraktion  erfolgte  im 







  Kultur  Medium rpm Temperatur
Bedingung 1   Emers  mCDH 0 25 °C 
Bedingung 2  Submers  MEP 120 37 °C 
Bedingung 3  Submers  PD 120 37 °C 
Bedingung 4  Submers  HA 0 25 °C 
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3.3.3.3. Isolierung und Strukturaufklärung von Fumitremorgin A, Acetylaszonalenin und 
Verruculogen  aus der Kultivierungsbedingung  1  (Emerskultur, mCDH‐Medium, 
25 °C, 0 rpm) 
Das  Extrakt  der  Kulturbedingung  1  wurde  wie  unter  2.11.2.  beschrieben  an  Kieselgel 




Die  erhaltenen  Fraktionen wurden  im  Folgenden  bezüglich  der  Auftrennung, Menge  und 
UV‐Spektren  untersucht.  So  wurden  die  Kieselgelfraktionen  2  und  3  (KG 2+KG 3)  des 
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Zur  Strukturaufklärung  wurden  von  den  isolierten  Verbindungen  ESI‐MS  und  1H‐NMR‐
Spektren  aufgenommen  (siehe  Anhang  unter  6.7.).  Die  erhaltenen  Daten  wurden  im 
Folgenden mit Daten aus der Literatur verglichen. Auf diese Weise konnten  insgesamt drei 
der  isolierten Verbindungen  identifiziert werden, unter anderem Fumitremorgin A  (2,3 mg) 
aus den Kieselgelfraktionen  2 und 3  (KG 2+KG 3).  In  folgender  Tabelle  3‐18  sind die NMR 
Daten  von  Fumitremorgin  A  dargestellt,  welche  mit  den  Daten  aus  der  Literatur  von 
Yamazaki et al. von 1980 verglichen wurden.  
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H‐4  7,67 d (8,7)  7,68 d  H‐24  1,98 s   0,99 s oder 2,00 s 
H‐5  6,82 dd (8,7; 2,2)  6,82 q  H‐25  6,62 d (8,0)  6,62 d 
H‐7  6,59 d (2,2)  6,59 d  H‐26  5,01 dt (8,1, 1,3)  5,02 br d 
H‐10  5,49 brs  5,50 s  H‐28  1,70 s oder 1,70 s  1,71 s 
H‐11  4,46 s  4,48 s  H‐29 1,71 s oder 1,71 s 1,71 s 
H‐14  5,06 dd (10,9; 7,0)  5,06 t  H‐30  4,66 dd (9,3; 7,5)  4,71 br q 
H‐17  3,62 m  3,63 m  4,71 dd (11,2; 7,1)  
H‐18  1,6‐2,4 m  1,6‐2,2 + 2,4  H‐31  5,59 tt (6,9; 1,4)  5,60 br t 
H‐19  1,6‐2,4 m  1,6‐2,2 + 2,4  H‐33  1,80 s  1,81 s 
H‐20  6,12 d (10,0)  6,13 br d  H‐34  1,80 s  1,81 s 
H‐21  1,6‐2,4 m  1,6‐2,2 + 2,40   OCH3  3,84 s  3,84 s 
H‐23  0,99 s   0,99 s oder 2,00 s       
 
In diesem NMR‐Spektrum konnten sechs charakteristische Methylgruppen bei δH 1,98; 1,80; 
0,99;  1,71  und  1,70  ppm, welche  drei  regulären  Prenylierungen  an  N‐1,  C‐2  und  OH‐10 
zugeordnet werden konnten, detektiert werden. Ein weiteres deutliches Signal bildete die 
Methoxygruppe mit einem  Singulett bei  δH 3,84 ppm. Die drei Protonen  im aromatischen 
Bereich  bei  δH  6,59;  6,82  und  7,76  ppm  wiesen  auf  eine  Substanz  mit  einem  Indol 
Grundkörper  hin.  Tatsächlich  stimmte  das  1H‐NMR‐Spektrum  mit  einer  maximalen 
Abweichung  von 0,02 ppm mit den Daten  aus der  Literatur  von  Fumitremorgin A überein 
(Yamazaki et al., 1980). Im ESI‐MS‐Spektrum konnte neben der Masse von Fumitremorgin A 
([M+H]+ m/z = 580 und [M+Na]+ m/z = 602) auch ein Peak bei m/z = 494 detektiert werden, 
hierbei  handelte  es  sich  um  Fumitremorgin  A  bei  dem  die  instabile  Sauerstoff‐Bindung 
zwischen den beiden Prenylgruppen  von NH‐1 und C‐2  geöffnet und  die OH‐Prenylierung 
abgespalten wurde.  
Neben  Fumitremorgin  A  konnten  auch  2,2 mg  Verruculogen  aus  der  Kieselgelfraktion  3 
(KG 3) isoliert werden. Die 1H‐NMR Daten sind in folgender Tabelle 3‐19 dargestellt.  














H‐4  7,89 d (8,7)  7,89 d  H‐19  2,02 m   1,6‐2,1 
H‐5  6,82 dd (8,7; 2,2)  6,82 dd   1,68 dd (13,4; 10,0)  
H‐7  6,59 d (2,2)  6,59 d  H‐20  6,05 d (10,1)  6,04 d 
H‐10  5,65 br s  5,65 s  H‐21  2,52 m  2,51 m  
OH‐10  4,75 br s    H‐23  1,01 s  1,01 s 
OH‐11  4,00 br s  4,01 br s  H‐24  2,00 s  2,00 s 
H‐14  4,48 dd (9,9; 7,1)  4,48 dd  H‐25  6,64 d (8,1)  6,64 d 
H‐17  3,64 m  3,64 m  H‐26  5,04 dt (8,2; 1,1)  5,04 d 
H‐18  2,02 m   1,6‐2,1  H‐28  1,72 s oder 1,72 s  1,72 s oder 1,72 s 
 1,68  dd  (13,4; 
10,0) 
 H‐29 1,74 s oder 1,74 s 1,73 s oder 1,73 s 
      OCH3  3,84 s  3,84 s 
 

























H‐2  5,92 s  5,93 s  H‐19 7,07 td (7,5; 1,1) 7,07 td (7,6; 0,8) 
H‐4  6,85 dd (8,1; 0,4) 6,87 d (8,4)  H‐20 7,28 dd (7,9; 1,2) 7,28 td (7,3; 1,3) 
H‐5  7,40 td (7,8;0 1,6) 7,40 td (7,9; 1,3) H‐21 8,00 d (8,0) 8,00 d (7,9) 
H‐6  7,18 t (7,8)  7,18 t (7,4)  H‐1‘ 5,11 d (11,4) 5,14 d (10,4) 
H‐7  7,70 dd (7,9; 1,4) 7,70 dd (7,9; 1,3) 5,14 d (4,6) 5,13 d (17,4) 
H‐10  3,36 dd (13,8; 8,5) 3,37 dd (13,5; 8,5) H‐2‘ 5,89 dd (17,3; 10,9) 5,89 dd (17,4; 10,4) 
  2,44 dd (13,8; 8,4) 2,44 dd (13,8; 8,2) H‐4‘ 0,98 s 0,99 s
H‐11  3,89 t (8,4)  3,90 t (8,4)  H‐5‘ 1,18 s 1,19 s
NH‐16  7,46 br s  7,75 s  COCH3 2,59 s 2,59 s
H‐18  7,22 d (7,4)  7,23 d (7,3) 
 
In diesem Spektrum konnten deutliche Signale einer  reversen Prenylierung mit  ihren  zwei 
Methylgruppen bei δH 1,18 und 0,98 ppm, den zwei Dupletts bei δH 5,11 und 5,14 ppm und 
dem Duplett  vom Duplett  bei  δH  5,89  ppm  detektiert werden. Die Acetylgruppe wies  ein 
deutliches  Singulett  mit  drei  Protonen  bei  δH  2,59  ppm  auf.  Insgesamt  konnten  acht 
aromatische  Signale beobachtet werden, wobei  je  vier miteinander  koppelten.  Schließlich 
wurde das Spektrum mit Daten aus der Literatur verglichen und zeigte dabei eine maximale 
Differenz  von  0,02 ppm mit  dem  1H‐NMR‐Spektrum  von Acetylaszonalenin  auf  (Yin  et  al., 
2009b). Die Struktur wurde zusätzlich durch die Detektion des  [M+H]+  Ions bei m/z = 416, 
des [M+Na]+  Ions bei m/z = 438 und des [2M+Na]+  Ions bei m/z = 853  im positiven ESI‐MS‐
Spektrum bestätigt (siehe Anhang unter 6.7.3.) 
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3.3.3.4. Isolierung und Strukturaufklärung von Acetylaszonalenin und Fumitremorgin B 
aus der Kultivierungsbedingung 2 (Emerskultur, MEP‐Medium, 37 °C, 120 rpm) 
Die  erhaltenen  Kulturfiltrat  und  Mycel  Extrakte  der  Kultivierungsbedingung 2  wurden 




Durch  die  Chromatographie  an  Kieselgel  konnte  das  erhaltene  Pilzextrakt  aufgetrennt 
werden. Die erhaltenen Fraktionen wurden im Folgenden bezüglich der Auftrennung, Menge 
und UV‐Spektren  untersucht.  So wurde  die  Kieselgelfraktion  KG 3  des Mycels  für weitere 
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mittels  1H‐NMR  und  ESI‐MS  Analysen  aufgeklärt werden.  Unter  anderem  konnte wieder 
Acetylaszonalenin isoliert werden (1 mg). Das erhaltene 1H‐NMR‐Spektrum stimmte mit dem 
aus 2.3.3.3. überein. Deshalb wurde es hier nicht noch einmal abgebildet.  In der folgenden 
Tabelle  3‐21  sind  die  1H‐NMR  Daten  der  zweiten  Substanz,  welche  als  Fumitremorgin B 
identifiziert  werden  konnte,  dargestellt.  Da  hiervon  jedoch  nur  0,5 mg  isoliert  werden 
konnten ist das erhaltene Spektrum etwas schwach.  
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H‐4  7,83 d (8,6)  7,85 d (8,7)  H‐19 2,47 m 2,48 m 
H‐5  6,79 dd (8,7; 2,3) 6,80 dd (8,7; 2,3) 2,35 m 2,10 mb 
H‐7  6,69 d (1,8)  6,70 d (2,3)  H‐21 4,69 d (10,0) 4,71 dt (10,0; 1,2)a 
H‐10  5,76 d (0,8)  5,77 dd (2,6; 0,8) H‐23 1,69 s 1,63 d (1,2) 
OH‐10  ‐  4,70 d (2,6)a  H‐24 2,01 s 1,99 d (1,2)c 
OH‐11  ‐  3,99 s  H‐25 4,53 br s  4,54 m 
H‐14  4,44 dd (9,5; 7,0) 4,45 dd (10,0; 7,0) H‐26 5,02 m 5,04 td (5,3; 1,0) 
H‐17  3,64 dd (8,8; 4,3) 3,64 dd (9,0; 4,5) H‐28 1,84 s  1,70 d (1,0) 
H‐18  2,04 m  2,10 mb  H‐29 1,98 s  1,85 d (1,0) 
    1,98 mc  OCH3 3,84 s  3,84 s 
a,b,c Signale überlappen 
In  diesem  Spektrum  konnten  wieder  die  beiden  Prenyl‐Einheiten  mit  den  vier 
Methylgruppen  (δH  2,01;  1,98;  1,84  und  1,69  ppm)  beobachtete  werden.  Die  drei 
aromatischen  Signale  des  Indolringes mit  der Methoxygruppe  bei  δH  3,84  ppm  konnten 
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3.3.3.5. Isolierung  und  Strukturaufklärung  von  Acetylaszonalenin, 
12,13‐Dihydroxyfumitremorgin C,  6‐Methoxysprotryprostain B  und 
Spirotryprostatin A  aus  der  Kultivierungsbedingung  3  (Emerskultur,  PD‐
Medium, 37 °C, 120 rpm) 
Die  Kulturfiltrat  und  Mycel  Extrakte  der  Kultivierungsbedingung  3  wurden  auch  über 
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Die beiden Pilzextrakte  konnten wieder mittels Chromatographie  an Kieselgel aufgetrennt 
werden. Die  erhaltenen  Fraktionen wurden wiederum  bezüglich  der Auftrennung, Menge 
und UV‐Spektren untersucht. So wurden die Kieselgelfraktion 6  (KG 6) des Mycels und die 
Kieselgelfraktionen  3  und  4  (KG 3+KG 4)  des  Kulturfiltrates  für  weitere  Analysen  mittels 






isoliert  werden,  da  das  1H‐NMR‐Spektrum  wieder  identisch  mit  dem  unter  2.3.3.3. 
beschrieben  war,  wird  es  hier  nicht mehr  dargestellt.  Neben  Acetylaszonalenin  konnten 
2,2 mg 12,13‐Dihydroxyfumitremorgin C mittels semipräperativer HPLC  isoliert werden. Die 
1H‐NMR Daten sind in folgender Tabelle 3‐22 abgebildet.    
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NH‐1  7,67 br s  7,63 br s  H‐18 2,05 ma 2,08 ma 
H‐4  7,79 d (8,6)  7,80 d (8,8)  2,05 ma 1,97 mb 
H‐5  6,90 dd (8,6; 2,2) 6,81 dd (8,8; 2,3) H‐19 2,48 m 2,49 m 
H‐7  6,83 d (2,0)  6,85 d (2,3)  2,05 ma 2,08 ma 
H‐10  5,74 d (1,2)  5,75 dd (2,8; 1,2) H‐20 5,86 d (9,5) 5,88 dd (9,6; 1,2) 
OH‐10  ‐  4,65 d (2,8)  H‐21 4,78 dt (9,5; 1,4) 4,8 dt (9,6; 1,2) 
OH‐11  ‐  4,10 s  H‐23 2,00 s 2,01 d (1,2)b 
H‐14  4,42 dd (10,0; 6,8)  4,43 dd (10,1; 6,8) H‐24 1,66 s 1,67 d (1,2) 
H‐17  3,64 m  3,66 dd (9,1; 6,0) OCH3 3,82 s 3,84 s 
a,b Signale überlappen  
Da  es  sich  hierbei  genauso  wie  bei  Fumitremorgin A  und  Verruculogen  um  ein 
Fumitremorgin‐Grundgerüst handelte, konnten ebenfalls die drei aromatischen Signale mit 
der Methoxygruppe bei δH 3,82 ppm sowie die Protonen des Prolinringes detektiert werden. 





Neben  12,13‐Dihydroxyfumitremorgin C  und  Acetylaszonalenin  konnten  ebenfalls 
6‐Methoxyspirotryprostain B und  Spirotryprostatin A  aus der Kieselgelfraktion 6  (KG 6) des 
Mycels  isoliert  werden.  Durch  semipräperative  HPLC  mittels  RP‐18  Säule  konnte  neben 
0,6 mg 6‐Methoxyspirotryprostain B ein Gemisch (1,6 mg) von 6‐Methoxyspirotryprostain B 
und  Spirotryprostatin A  isoliert werden. Dieses wurde  anschließend mittels Normalphasen 
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HPLC erfolgreich getrennt.  In  folgender Tabelle 3‐23  sind  zunächst die  1H‐NMR Daten von 
6‐Methoxyspiroryprotstain B abgebildet.  




















H‐5  6,52 dd (8,5; 2,3)  6,51 dd (8,3; 2,3) H‐18 5,38 d (9,0) 5,39 d (9,2) 
H‐7  6,43 d (2,3)  6,47 d (2,3) H‐19 5,19 dt (9,0; 1,4) 5,20 d (9,2) 
H‐8  5,75 s  5,75 s  H‐21 1,59 s 1,59 s 







In  diesem  Spektrum  konnten  wieder  die  drei  aromatischen  Signale  des  Indolringes  mit 
Methoxygruppe  detektiert  werden,  allerdings  waren  die  Signale  im  Vergleich  zu 
12,13‐Dihydroxyfumitremorgin C  und  den  anderen  Fumitremorginen  deutlich  ins  Tieffeld 
verschoben. So bestand zwischen den beiden Dupletts von H‐4 eine Differenz von 0,83 ppm 
zwischen  den  beiden  Spektren  von  12,13‐Dihydroxyfumitremorgin C  und 
6‐Methoxyspiroryprotstain B. Auch eine Prenyl‐Einheit mit zwei Singuletts bei δH 1,59 bzw. 
1,30 ppm und einem Duplett vom Triplett bei δH 5,19 ppm konnten detektiert werden, diese 
sind  ebenfalls  im  Vergleich  zu  12,13‐Dihydroxyfumitremorgin C  etwas  verschoben.  Das 
Spektrum wurde mit  den Daten  aus  der  Literatur  von  Zhang  et  al.,  2008  verglichen,  und 
stimmte bis auf eine maximale Abweichung von 0,04 ppm mit  ihm überein. Die endgültige 
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H‐4  6,93 d (8,6)  6,93 d (8,5) H‐8 2,60 dd (13,8; 
10,9) 
2,60 dd (13,2; 10,5)
H‐5  6,50 dd (8,6; 2,2)  6,50 dd (8,5; 2,4) H‐8 2,39 dd (13,8; 7,1) 2,39 dd (13,2; 6,8)
H‐7  6,42 d (2,2)  6,43 d (2,4) H‐13 2,28 m 2,27 m 
H‐9  4,99 dd (10,9; 7,1)  4,99 dd (10,5; 6,8) 2,31 m 2,31 m 
H‐19  5,03 dm (9,1) 5,03 dm (10,0) H‐14 2,02 m 2,07 m 
H‐18  4,78 d (9,1)  4,78 d (10,0) H‐14 1,96 m 1,97 m 
H‐12  4,28 t (8,2)  4,28 dd (8,3; 7,8) H‐21 1,65 s 1,65 s 
H‐15  3,60 m  3,61 m  H‐22 1,17 s 1,26 s 
H‐15  3,56 m  3,57 m  OCH3 3,80 s 3,80 s 
 
Im Vergleich zu 6‐Methoxyspiroryprotstain B konnte in diesem Spektrum bei δH 2,6 ppm und 





welches  zusammen mit dem  1H‐NMR  im Anhang unter 6.7.8.  zu  finden  ist, bestätigte die 
Struktur ([M+H]+ m/z = 396 und [M+Na]+ m/z = 418).    
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3.3.3.6. Isolierung  und  Strukturaufklärung  von  Aszonalenin,  Verruculogen  TR‐2  und 
Substanz 15 aus der Kultivierungsbedingung 4 (Emerskultur, HA‐Medium, 25 °C, 
0 rpm) 
Die  erhaltenden  Kulturfiltrat  und  Mycel  Extrakte  der  Kultivierungsbedingung  4  wurden 
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Die  erhaltenen  Fraktionen  wurden  wiederum  bezüglich  der  Auftrennung,  Menge  und 
UV‐Spektren  untersucht.  So  wurde  die  Kieselgelfraktion  2  (KG 2)  des  Mycels  und  die 
Kieselgelfraktionen  4  und  5  (KG 4+KG 5)  des  Kulturfiltrates  für  weitere  Analysen  mittels 






















H‐2  5,58 s  5,58, s  H‐18 6,89 d (7,8) 6,90 d (8,2) 
H‐4  7,15 d (7,6)  7,15 d (7,6) H‐19 7,44 td (7,6; 1,6) 7,44 td (7,9; 1,0)
H‐5  6,72 td, (7,7; 1,1)  6,72 t (7,4) H‐20 7,25 t (7,8) 7,22 t (7,6) 
H‐6  7,08 td (7,8; 1,3) 7,08 t (7,6) H‐21 7,84 dd (7,9; 1,4) 7,83 d (7,9) 
H‐7  6,62 d (7,8)  6,62 d (7,9) H‐1‘ 5,15 dd (10,0; 1,1) 5,14 d (10;7) 
H‐10  3,46 dd (13,9; 7,7)  3,46 dd (14,2; 7,6) 5,11 dd (17,3; 1,1) 5,11 d (17,3) 
  2,42 dd (13,9; 8,8)  2,42 dd (14,0; 9,0) H‐2‘ 6,11 dd (17,3; 10,7)  6,11 dd (17,3; 10,7)
H‐11  3,99 t (8,7)  3,99 br t (8,1) H‐4‘ 1,06 s 1,06 s 
NH‐16  7,59 s  7,91 s  H‐5‘ 1,14 s 1,14 s 
 
Das  1H‐NMR‐Spektrum  von  Aszonalenin  wies  bis  auf  die  fehlende  Acetylgruppe  starke 
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NH‐1  8,96 s  9,04 s  H‐14 4,45 dd (9,6; 6,6)  4,45 m 
H‐4  7,80 d (8,8)  7,82 d  OH‐10 ‐ 4,02 d 
H‐5  6,77 dd (8,7; 2,3)  6,86‐6,77 m OCH3 3,82 s 3,95 s 
H‐7  6,83 d (2,0)  6,86‐6,77 m H‐17 3,62 t (4,3) 3,70‐3,61 m 









H‐20  5,45 dt (7,9; 0,9)  5,46 dd  H‐23 1,53 s 1,55 s 
OH‐11  ‐  4,6 d  H‐24 1,16 s 1,18 s 
 
Dieser  Naturstoff  konnte  dank  1H‐NMR  und  ESI‐MS  als  Verruculogen  TR‐2  identifiziert 
werden,  beide  Spektren  sind  im  Anhang  unter  6.7.6.  zu  finden.  Im  Vergleich  zu 
12,13‐Dihydroxyfumitremorgin  C  konnte  für  H‐21  in  diesem  Spektrum  kein  Duplett  vom 
Triplett  bei  δH  4,78 ppm,  sondern  ein Multiplett  bei  δH  1,7 – 2,5 ppm  detektiert werden. 
Auch die beiden Methylgruppen des ursprünglichen Prenyl‐Restes waren etwas verschoben. 
Außerdem  konnte  man  für  H‐20  ein  Duplett  vom  Triplett  erkennen  und  nicht  wie  bei 
12,13‐Dihydroxyfumitremorgin C  ein  Duplett.  Diese  Veränderungen  beruhten  auf  der 
Hydroxylierung des H‐22 des Prenyl‐Restes. Die Daten wurden mit der Literatur (Hermekens 




(KG 5) des Kulturfiltrates  isoliert werden.  In  folgender Tabelle 3‐27 sind die  1H‐NMR Daten 
dargestellt.  Da  dieser  Substanzklasse  bisher  kein  Name  gegeben  wurde,  wird  dieser 
Naturstoff im folgenden Substanz 15 genannt. 
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Tabelle 3‐27: 1H‐NMR Daten von Substanz 15 und Compound 1 (Wang et al., 2008). Beide Spektren wurden bei 500 MHz 
in CDCl3 aufgenommen.  




Position  δH [ppm] multi. (J [Hz])  δH [ppm] multi. (J [Hz]) Differenz 
H‐4  7,48 d (8,6)  7,43 d (8,7) + 0,05 
H‐5  6,42 dd (8,6; 2,1)  6,36 dd (8,7; 1,9) + 0,06 
H‐7  6,26 d (2,1)  6,24 d (1,9) + 0,02 
H‐8  4,69 s  4,75 s ‐ 0,06 













H‐15  3,56 m   3,56 m  ± 0 
H‐18  4,82 d (9,4)  4,80 s ± 0 
H‐19  4,78 d (9,4)  4,80 s ± 0 
H‐21  1,56 s  1,56 s  ± 0 
H‐22  1,78 s  1,76 s + 0,02 
6‐OMe  3,85 s  3,80 s + 0,05 
8‐OH  3,48 s  5,38 br s ‐ 1,9 
9‐OH  7,39 s  7,42 br s ‐ 0,03 
NH  4,92 s   
a Signale überlappen 
Zusätzlich mit  dem  ESI‐MS‐Spektrum  ([M+Na]+ m/z  =  450)  konnte mit Vergleichen  in  der 
Literatur (Wang et al., 2008) eine Substanz gefunden werden, welche ein ähnliches 1H‐NMR‐
Spektrum aufweist wie die  isolierte Substanz. Zum besseren Vergleich sind die Differenzen 
der  einzelnen  Signale  in  einer  dritten  Spalte  in  Tabelle  3‐27  abgebildet.  Hierbei  ist  zu 
erkennen, dass die Signale der Substanz  im aromatischen Bereich und  in der Prenyl‐Einheit 
etwas  ins  Tieffeld  verschoben waren. Nur H‐8 wurde,  anders  als  die  anderen  Signale,  ins 
Hochfeld verschoben. Aus diesem Grund wurden von dieser Substanz weitere NMR‐Spektren 
aufgenommen  (13C‐NMR,  HSQC, HMBC  und NOESY).  Alle  Spektren  sind  im  Anhang  unter 
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Position  δC [ppmn]  δC [ppm] Differenz
C‐2  75,2  75,4 ‐ 0,2 
C‐3  200,1  200,1 ± 0 
C‐3a  112,7  112,2 + 0,5 
C‐4  127,2  126,8 + 0,4 
C‐5  110,5  110,2 + 0,3 
C‐6  169,5  169,2 + 0,3 
C‐7  94,9  94,4 + 0,5 
C‐7a  165,2  165,2 ± 0 
C‐8  74,1  73,5 + 0,6 
C‐9  86,4  86,3 + 0,1 
C‐11  169,2  169,0 + 0,2 
C‐12  60,7  60,5 + 0,2 
C‐13  27,8  27,6 + 0,2 
C‐14  23,4  23,2 + 0,2 
C‐15  45,2  45,1 + 0,1 
C‐17  165,2  165,2 ± 0 
C‐18  55,5  55,2 + 0,3 
C‐19  120,1  120,0 + 0,1 
C‐20  141,8  140,9 ‐ 0,1 
C‐21  18,8  18,5 + 0,3 
C‐22  26,1  25,8 + 0,3 
6‐OMe  56,0  55,7 + 0,3 
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Auch  im  13C‐NMR‐Spektrum  konnten  geringe  Verschiebungen  der  Signale  detektiert  und 
beobachtet werden. Das HSQC‐ und HMBC‐Spektrum zeigte aber eindeutig, dass es sich  im 
Grundgerüst um die Struktur von Compound 1 in Wang et al., 2008 handelte. So korrelieren 
im  HSQC‐Spektrum  alle  Protonen mit  den  erwarteten  Kohlenstoffatomen  und  im  HMBC‐
Spektrum  konnten  ähnliche  Korrelationen  wie  in  der  Veröffentlichung  von  Prof.  Zhus 
Arbeitsgruppe detektiert werden (Wang et al., 2008). Im NOESY‐Spektrum hingegen konnte 
man  sehen,  dass  es  sich  hierbei  doch  um  eine  neue  Substanz  mit  einer  anderen 





auf  einer  Seite  befinden  und H‐8, H‐9  und H‐19  auf  der  anderen. Dies wurde  auf NOESY 
Korrelationen zwischen H‐8 und H‐19, 8‐OH und H‐18, H‐7 und 9‐OH sowie 9‐OH mit H‐12 
und H‐18 begründet. Bei  Substanz 15 hingegen  korrelierte 9‐OH  zwar  auch mit H‐12  aber 
zusätzlich auch mit H‐19 und H‐8. Dies sprach also dafür, dass die beiden OH‐Gruppen nicht 
auf  einer  Seite  in  cis‐Stellung  sondern  in  trans‐Stellung  stehen.  Bestätigt  wurde  diese 
Annahme  ebenfalls  durch  die  vorher  bereits  erwähnte  deutliche  Verschiebung  des  H‐8 
Signales im 1H‐NMR. Dadurch, dass nicht wie bei Compound 1 das in β‐Position stehende H‐8 
mit H‐19 korrelierte, sondern die  in α‐Position stehenden Protonen OH‐9 und H‐12, konnte 
hier  die  zweite  Veränderung  in  der  Stereochemie  bewiesen  werden.  Zusätzlich  zeigte 
Substanz 15  auch  das  erwartete  charakteristische  UV‐Spektrum  eines  6‐O‐Methylindol 





Insgesamt  konnten  also  zehn  verschiedene  Sekundärmetabolite  aus  N. fischeri  NRRL181 
isoliert und charakterisiert werden. So konnten die Produkte des Ana‐Clusters Aszonalenin 
und  Acetylaszonalenin  isoliert  werden.  Neben  Fumitremorgin A  auch  die  Vorstufen  der 
Biosynthese:  Verruculogen,  Fumitremorgin B  und  12,13‐Dihydroxyfumitremorgin C  und 
zusätzlich  auch  Verruculogen  TR‐2,  Spirotryprostatin  A,  6‐Methoxyspirotryprostatin B  und 
der neue Naturstoff der als Substanz 15 bezeichnet wurde. 
3.3.3.7. Circulardichroismus (CD) von Aszonalenin und Acetylaszonalenin  
Die  beiden  isolierten  Verbindungen  Aszonalenin  und  Acetylaszonalenin  wurden  mittels 
CD‐Messung untersucht, um herauszufinden, ob es  sich bei den beiden Verbindungen um 
(2R,  3S,  11R)‐Aszonalenin  bzw.  –Acetylaszonalenin  oder  um  (2S,  3R,  11S)‐Aszonalenin 
bzw. ‐Acetylaszonalenin handelte (siehe Abbildung 3‐33) (Yin et al., 2009a). 













E r g e b n i s s e  | 146 




ESI‐MS‐  und  NMR‐Spektroskopie  charakterisiert  werden  konnte,  wurde  durch  Frau 
Dr. Kathrin Mundt  der  letzte  Schritt  der  Biosynthese  von  Fumitremorgin A  in  N.  fischeri 
aufgeklärt. Sie entdeckte die Prenyltransferase FtmPT3  (NFIA_093400) und charakterisierte 
sie biochemisch (Mundt et al., 2012). Das Gen liegt jedoch, anders als erwartet, nicht neben 
dem  Gencluster,  welches  für  die  Biosynthese  von  Verruculogen  in  N. fischeri  NRRL181 
verantwortlich  ist,  sondern  es  befindet  sich  auf  einem  anderen  Chromosom.  So  liegt  das 
Gencluster  zur  Biosynthese  von  Verruculogen  auf  Chromosom  8  (Contig  578)  und  durch 
Blast‐Analysen des gesamten Contigs 580 mit FtmPT3 aus N. fischeri NRRL181 konnte eine 
hohe  Übereinstimmung  zu  einem  Segment  auf  Chromosom  2  in  A. fumigatus  Af293 
festgestellt  werden  (Mundt  et  al.,  2012).  Ein  paar  Gene  zeigten  jedoch  auch 
Sequenzähnlichkeiten zu einigen Genen von A. fumigatus Af293 auf Chromosom 5, dies  ist 
jedoch  durch  eine  reziproke  Translokation  zwischen  Chromosom  2  und  5  in  N.  fischeri 
NRRL181  zu  erklären  (Fedorova  et  al.,  2008).  Durch  weitere  Blast‐Analysen  stellte  sich 
heraus, dass für das Gen NFIA_093400 und ebenso für weitere sechs benachbarte Gene von 
NFIA_093430 bis NFIA_093370 keine homologen Gene  in A. fumigatus Af293 und A1163 zu 
finden  sind  (siehe  Abbildung  3‐34).  Dies  erklärt  die  Tatsache,  dass  bisher  keine  dritte 
Prenyltransferase  in  A. fumigatus,  welche  für  die  Prenylierung  von  Verruculogen  zu 
Fumitremorgin  A  verantwortlich  ist,  gefunden  wurde,  obwohl  Fumitremorgin  A  aus 
A. fumigatus  isoliert  wurde  (Yamazaki  et  al.,  1980).  NFIA_093440  und  NFIA_093360 




an  dieser  Stelle  sieben  zusätzliche  Gene  besitzt  (siehe  Abbildung  3‐35).  Eine  mögliche 
Erklärung  dafür wäre,  dass  diese Gene  im  Laufe  der  Evolution  aus  A. fumigatus  deletiert 
wurden  oder  aber,  dass  die  sieben  Gene  in  N. fischeri  durch  horizontalen  Gentransfer 
eingefügt wurden.  







Polyketid‐Synthethase.  NFIA_093410  hingegen  codiert  für  ein  Polyketid  mit  261 
Aminosäuren,  welches  zur  Ser/Thr  Protein  Phosphatase‐Superfamilie  gehört.  EAW19376, 
codiert  durch NFIA_093390,  hat  eine Größe  von  528  Aminosäuren  und  stellt  ein  Ankyrin 
repeat Protein dar. Die darauffolgenden Produkte von NFIA_093380 und NFIA_093370 mit 
261 bzw. 96 Aminosäuren zeigten keine Sequenzähnlichkeiten zu bekannten Proteinen auf. 
Im  Folgenden wurden  zwei Gene  aus dieser  Schleife  in N.  fischeri NRRL181 und  ein Gen, 
welches  Homologe  in  A.  fumigatus  besitzt,  ausgewählt,  um  heterolog  in  E.  coli‐  bzw. 
S. cerevisiae‐Zellen exprimiert und biochemisch charakterisiert zu werden. Hierbei handelt es 
sich um NFIA_093380, NFIA_093390 und NFIA_093440. Wobei NFIA_093440 vermutlich ein 
Membranprotein  darstellt,  da  es  die  putative  NADB_Rossmann‐Superfamilie  Domäne 
besitzt.  Neben  dieser  Domäne  ist  ebenfalls  eine  Domäne  einer  Hydroxylase‐Superfamilie 
vorhanden.  Aufgrund  dessen  könnte  dieses  Gen  für  die  Biosynthese  der  isolierten 
Spirotryprostatine  verantwortlich  sein.  NFIA_093380  codiert  hingegen  für  ein  rein 
hypothetisches  Protein  und  NFIA_093390  für  ein  Ankyrin‐repeat  Protein.  Diese 
wiederholende Struktur beinhaltet zwei antiparallele Helices und einen beta‐Hairpin, welche 
sich  zu  einer  Superhelix  zusammensetzen,  wobei  NFIA_093390  vier  aufeinanderfolgende 
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Ankyrin‐repeats besitzt (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov) (Rubtsov & Lopina 2000). Da Ankyrin 




für  die  Biosynthese  von  Verruculogen  TR‐2  verantwortlich  sein  könnte.  Deshalb  wurde 
beschlossen,  diese  drei  Gene  im  Zuge  dieser  Arbeit  zu  untersuchen.  Eine  Übersicht  der 
Intron‐Exon‐Struktur  sowie die Proteinlängen und Massen der Gene bzw. Proteine  sind  in 
folgender Tabelle 3‐29 zusammengefasst.  
Tabelle 3‐29: Intro‐Exon‐Struktur von NFIA_093380, NFIA_093390 und NFIA_093440 
Gen  Länge [bp]  Exon [bp]  Intron [bp] Protein Länge [AS] Molekulare Masse [kDa]
NFIA_093380  836  635 + 151  50 EAW19375 261 27,82 
NFIA_093390  1587  1587  ‐ EAW19376 528 57,24 
NFIA_093440  1167  1167  ‐ EAW19378 388 44,91 
Zusätzlich  zu  diesen  drei  Genen  wurde  ebenfalls  mit  FtmO  und  FtmP  gearbeitet.  Diese 




Die  Funktion  beider  Gene  wurde  bereits  von  Dr.  Marco  Matuschek  und  Dr.  Alexander 
Grundmann untersucht, konnte  jedoch bisher nicht aufgeklärt werden. Kato et al. konnte, 
durch  Inaktivierung  von  FtmO  in  A. fumigatus  BBW939  2009  zeigen,  dass  FtmO  keinen 
Einfluss auf die Biosynthese von Verruculogen hat. Aufgrund dessen wurde  im Zuge dieser 
Arbeit  untersucht,  ob  diese  beiden  Enzyme  eventuell  in  der  Biosynthese  von  der 
Spirotryprostatine  eine Rolle  Spielen. Wobei  FtmO  (AFUA_8G00260)  ebenfalls  ein Ankyrin 
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repeat  Protein  ist  und  FtmP  (AFUA_8G00280)  Ähnlichkeiten  mit  einer  short‐chain 





alten  Submerskultur  in PD‐Medium mit Hilfe des E.Z.N.A.  Fungal RNA Miniprep Kit mRNA 
isoliert. Diese wurde direkt  im Anschluss mit dem ProtoScript® M‐MuLV First Strand cDNA 
Synthesis Kit  von Biolabs  in  cDNA umgeschrieben. Mit den Primern NFIA_093380_for und 




und  sequenziert. Die  Sequenzierung bestätigte die  Intron‐Exon‐Struktur, welche  von NCBI 
vorhergesagt  wurde,  da  genau  die  50 bp  des  Erwartenden  Introns  nicht  aus  der  cDNA 
mitamplifiziert  wurden.  Das  in  Abbildung  3‐36.  abgebildete  Konstrukt  erhielt  die 
Bezeichnung  pBW05.  Es  folgte  die  Umklonierung  in  das  Expressionskonstrukt  pQE60 mit 
Hilfe  der  Restriktionsschnittstellen  BamHI  und  NcoI.  Das  erhaltene  Expressionskonstrukt 
erhielt die Bezeichnung pBW09 (Abbildung 3‐37.).  
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XL1  Blue,  E. coli‐SG13009  und  E. coli‐M15‐Zellen  transformiert.  Es  wurden  verschiedene 
Expressionsbedingungen bei  20 °C,  30 °C,  37 °C mit  0,1 mM;  0,2 mM;  0,5 mM oder  1mM 
IPTG  für  6  bzw.  16 h  getestet.  Das  erwartete  Protein  EAW19375  besitzt  ein 
Molekulargewicht  von  27,82  kDa,  zusammen  mit  den  6  Histidinresten  im 
Expressionskonstrukt pQE60 (EAW19375‐His6) erwartet man eine Bande bei 28,6 kDa auf der 
SDS‐PAGE. Unter einigen Bedingungen konnte an dieser Stelle eine Band detektiert werden 
(siehe Abbildung 3‐37.), da  jedoch E. coli  selber  für ein  ca. 28 kDa großes histindinreiches 
Protein kodiert (SlyD) (Wülfing et al., 1994), wurde zur Kontrolle, ob es sich bei dieser Bande 
tatsächlich  um  EAW19375‐His6  handelt,  eine  Western‐Blot‐Analyse  durchgeführt  (siehe 
Abbildung 3‐38.). 




B) Precision Plus ProteinTM Standards  (Bio‐Rad)/ Spur 2: FtmPT1  (positiv Kontrolle)/ Spur 3: EAW19375; 0,1mM  IPTG; 6 
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3.4.2.2. Klonierung und Expression von NFIA_093390 
Das Gen NFIA_093390 wies  laut NCBI und dem Broad  Institute keine  Introns auf, aufgrund 
dessen wurde  zunächst die  genomische DNA  von N. fischeri NRRL181  aus  einer drei  Tage 




Hilfe  der  Restriktionsschnittstellen  BamHI  und  NcoI  wurde  NFIA_093390  in  den 
Expressionsvektor  pQE60  umkloniert  (pBW22). Die  beiden  Konstrukte mit  den  relevanten 
Restriktionsschnittstellen sind in folgender Abbildung 3‐39 dargestellt. 
 
Abbildung  3‐39:  A)  1%iges  Agarosegel  mit  dem  amplifizierten  PCR  Produkt  von  NFIA_093390  aus  cDNA  B)  1%iges 
Agarosegel zu der Klonierung von pBW20 mit der dazugehörigen Vektorkarte C) 1%iges Agarosegel zu der Klonierung von 
pBW22 mit der dazugehörigen Vektorkarte 
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Das  Expressionskonstrukt  pBW22 wurde  anschließend  in  E. coli  XL1  Blue,  E. coli‐SG13009 







Spur  6: Gesamtprotein  nach  16 h  Induktion  bei  20 °C  (SG13009)/  Spur  7: Gesamtprotein  nach  16 h  Induktion  bei  30 °C 




Bande  nach  der  Aufreinigung  über  Ni‐NTA‐Agarose  zu  erkennen.  Die  höchste  Ausbeute 
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3.4.2.3. Klonierung und Expression von NFIA_093440 
Das Gen des potenziellen Membranproteins EAW19378, NFIA_093440, wurde zunächst, da 
es  laut NCBI keine  Introns enthält, aus der bereits vorher  isolierten gDNA mit den Primern 
NFIA_093440_for  und  NFIA_093440_rev  mittels  PCR  amplifiziert.  Das  PCR  Produkt  des 
Expand High Fidelity Plus PCR System von Roche wurde  in den Klonierungsvektor pGEM‐T 
Easy  kloniert. Das  erhaltene  Konstrukt wurde  durch  Sequenzierung  bestätigt  und  pBW01 




Abbildung  3‐41:  A)  1%iges  Agarosegel  mit  dem  amplifizierten  PCR  Produkt  von  NFIA_093440  aus  gDNA  B)  1%iges 
Agarosegel zu der Klonierung von pBW01 mit der dazugehörigen Vektorkarte C) 1%iges Agarosegel zu der Klonierung von 
pBW08 mit der dazugehörigen Vektorkarte 
Das  Expressionskonstrukt  wurde  daraufhin  in  E. coli‐XL1 Blue‐Zellen  mittels 
Hitzeschocktransformation  eingebracht.  Da  es  sich  bei  EAW19378  laut  SOSUI  um  ein 
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Membranprotein mit  einer  Transmembrandomäne  handelt,  wurde  EAW19378  wie  unter 
2.8.2. und 2.8.3. beschrieben aufgereinigt. Es wurden verschiedene Expressionsbedingungen 
getestet.  Bei  einigen  Bedingungen  konnte  eine  Bande  bei  der  erwarteten  Größe  des 
EAW19378‐His6  Proteins  von  45,7 kDa  auf  der  SDS‐PAGE  nach  Coomassie‐Färbung 
beobachtet werden. Um die  Identität  zu bestätigen, wurde eine Western‐Blot‐Analyse mit 
einem  Anti‐Histidine‐Tagged  Antikörper  durchgeführt.  Außer  der  Positivkontrolle  FtmPT1 
konnte  jedoch  keine  Bande  auf  der  PVDF Membran  detektiert werden. Daraufhin wurde 
beschlossen, das Gen  in den pHis8 Vektor umzuklonieren, der anders als der pQE70 Vektor 
keinen  T5  sondern  einen  T7  Promotor  besitzt.  Gleichzeitig  sollte  versucht  werden  das 
Protein in der Hefe S. cerevisiae mittels des pYES2/NT C Vektors zu gewinnen.  
In folgender Abbildung 3‐41 ist die Umklonierung von NFIA_093440 in den pHis8 Vektor mit 
den  Primern  NFIA_093440‐for1  und  NFIA_093440‐rev1  zu  sehen.  Diese  enthalten  die 
Schnittstellen BamHI und HindIII, da jedoch anders als beim pQE70 Vektor, im pHis8 Vektor 
der Histidinrest N‐terminal  angefügt wird, wurde das  Startcondon  entfernt und dafür das 




dieses  Konstrukt  wurde  mittels  Sequenzierung  überprüft  und  pBW14  genannt  (siehe 
Abbildung 3‐42).  
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terminale  Polyhistidintag  zur  Aufreinigung  verwendet  werden  konnte.  Da  XbaI  nur  an 
unmethylierter DNA schneidet, wurde das erhaltene Plasmid pBW13 mittels Elektroporation 
in den elektrokompetenten nicht methylierenden E. coli Stamm ET12567 transformiert und 
aufgereinigt.  Die  beiden  Konstrukte mit  den  relevanten  Restriktionsschnittstellen  sind  in 
folgender Abbildung 3‐43 dargestellt. 
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TM  Transformation  Kit  nach  Herstellerangaben  in  kompetente  S. cerevisiae  INVSc1‐Zellen 
transformiert.  Die  Transformation  wurde  mittels  Colony‐PCR  mit  den  Primern 
NFIA_093440_for1  und  NFIA_093440_rev2  überprüft.  Die  Überproduktion  des  His6‐
EAW19378  Proteins  wurde  wie  unter  2.8.3.  beschrieben  durchgeführt.  Die  erhaltenen 
Proben,  Gesamtprotein  24 h  nach  Induktion,  lösliche  Proteinfraktion  nach  Zentrifugation, 
entsalzter  löslicher  Proteinanteil  nach  der  Zentrifugation  (NAP),  das  in  NAP‐Puffer  bzw. 
Breaking‐Puffer zurückgelöste Pellet nach der Ultrazentrifugation  (UZP) und der Überstand 
nach  der  Ultrazentrifugation  (UZÜ)  wurden  im  nachfolgenden  mittels  Western‐Blot 
analysiert. Zunächst wurden die Proben  für 10 min bei 99 °C denaturiert, bevor sie auf das 
SDS‐Gel  aufgetragen wurden. Der  erhaltene Western‐Blot  ist  in  folgender Abbildung  3‐44 
dargestellt.  
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Abbildung  3‐44: Western‐Blot  von His6‐EAW19378 nach Aufreinigung  in  S. cerevisiae  Spur  1:  Precision Plus ProteinTM 
Standards  (Bio‐Rad)/  Spur  2:  FtmPT1  (positiv  Kontrolle)/  Spur  3:  Gesamtprotein  24 h  nach  Induktion/  Spur  4:  lösliche 











Spur 2: entsalzter  löslicher Proteinanteil nach der Zentrifugation  (NAP)/ Spur 3: Precision Plus ProteinTM Standards  (Bio‐
Rad)/ Spur 4: Pellet nach der Ultrazentrifugation (UZP) 
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Die  ungekochten  Proben  zeigten  eine  deutliche  Bande  auf  der  PVDF‐Membran  in  der 
erwarteten Höhe von ca. 48 kDa. Da mit Hilfe von S. cerevisiae das Membranprotein His6‐
EAW19378  aufgereinigt werden  konnte, wurde  die  Expression  von  pBW14  in  E. coli‐BL21 
(DE3)‐Zellen nicht weiter verfolgt.  
3.4.3. Überproduktion von FtmO und FtmP 
Zur  Expression  von  FtmO wurde  das  Expressionskonstrukt  pMM007  von Herrn Dr. Marco 
Matuschek zur Verfügung gestellt. Die bereits optimierten Expressionsbedingungen in E. coli‐
XL1 Blue‐Zellen wurden übernommen. Dabei wurden die Zellen bei 22 °C bis zu einer OD600 
von  0,6  kultiviert  und  die  Expression  für  15 h  bei  22 °C mit  0,1 mM  IPTG  induziert.  Die 
Elutionsfraktion  nach  der  Aufreinigung  über  Ni‐NTA‐Agarose  wies,  trotz  optimierter 
Bedingungen,  mehrere  Verunreigungen  auf.  Jedoch  ist  auf  der  erwarteten  Höhe  von 
73,4 kDa eine Bande zu erkennen. Zur Bestätigung, dass es sich um das erwartete FtmO‐His6 
Protein  handelt,  wurde  im  Folgenden  eine Western‐Blot‐Analyse  durchgeführt.  Die  SDS‐
PAGE und die PVDF‐Membran des Western‐Blots mit der erwarteten Bande auf einer Höhe 
von ca. 74 kDa sind in Abbildung 3‐46. dargestellt.  
Zur  Expression  von  FtmP  wurde  das  Expressionskonstrukt  pAG016  von  Dr.  Alexander 
Grundmann  zur  Verfügung  gestellt.  Hier  wurden  ebenfalls  die  bereits  optimierten 
Bedingungen zur Expression übernommen. So erfolgte die Expression in XL1 Blue‐Zellen bei 
22 °C  über  16 h. Die  Induktion  erfolgte  bei  einer OD600  von  0,6 mit  0,1 mM  IPTG.  In  der 
Elutionsfraktion nach der Aufreinigung über Ni‐NTA‐Agarose  konnte  eine deutliche Bande 
auf  der  erwarteten  Höhe  von  37,1 kDa  detektiert  werden.  Insgesamt  konnten  ungefähr 
3,8 mg  FtmP‐His6  pro  Liter  Kultur  aufgereinigt  werden.  Die  SDS‐PAGE  und  die  PVDF‐
Membran  des  durchgeführten Western‐Blots  sind  ebenfalls  in  folgender  Abbildung  3‐46. 
dargestellt.  
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(Spirotryprostatin A,  6‐Methoxyspirotryprostain B)  und  Substanz 15  aus  dem Ascomyceten 
N. fischeri  isoliert werden konnten, deren Biosynthese bis  zu diesem Zeitpunkt noch nicht 
aufgeklärt werden konnten, wurde vermutet, dass FtmO oder FtmP, welche in der Nähe des 
Verruculogen‐Cluster  liegen,  sowie  EAW19375,  EAW19376,  EAW19378,  welche  zu  dem 
neuen potenziellen Cluster bei FtmPT3 gehören,  für deren Biosynthese verantwortlich sein 
könnten. So wurden verschiedene Enzymassays durchgeführt, der Standardansatz  ist unter 
2.8.9.  beschrieben.  Als  Substrate  wurden  Tryprostatin B,  Fumitremorgin C  und 
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12,13‐Dihydroxyfumitremorgin C eingesetzt. Die Assays wurden mit jedem Enzym einzeln, in 
zweier und dreier‐Kombinationen oder mit allen Enzymen zusammen durchgeführt. Auch die 
Cofaktoren  wurden  in  ihrer  Konzentration  (1 mM  oder  5 mM)  sowie  deren 
Zusammensetzung  variiert  (siehe  2.8.9.).  Eine  Zusammenfassung  der  durchgeführten 
Enzymassays  ist  in  folgender  Tabelle  3‐30  dargestellt.  Die  Assays  wurden  mittels  HPLC 
analysiert  (siehe  2.12.1)  und  untersucht,  es  konnte  jedoch  unter  keiner  der  getesteten 
Bedingungen eine Umsetzung detektiert werden.  




Enzyme (Cofaktoren)  Tryprostatin B Fumitremorgin C 12,13‐Dihydroxyfumitremorgin C
A (a,b)       
 
 
B (a,b)       
C (a,b)       
D (a,b)       
E (a.b)       
A + B (a, b)       
A + C (a, b)       
B + C (a, b)       
D +E (a, b)       
A +B +C (a, b)       
A+ B+ C +D +E (a, b)       
 
3.4.5. Zufütterung von Tryprostatin B 
Da  keine  der  klonierten  Gene  bzw.  getesteten  Proteine  eine  Umsetzung  zu 
Spirotryprostatin A,  6‐Methoxyspirotryprostain B,  Substanz 15  oder  Verruculogen TR‐2 
aufwiesen,  sollte  im  Folgenden  untersucht  werden,  ob  diese  vier  Substanzen  überhaupt 
biosynthetisch  aus  Tryprostatin B  hervorgehen.  Da  zwei  der  vier  Subtanzen  aus 
Kultivierungsbedingung 3 (Emerskultur, PD‐Medium, 37 °C, 120 rpm) isoliert wurden, wurde 
diese  Bedingung  für  dieses  Experiment  ausgewählt.  Hierfür  wurden  zwei  50 ml 
Submerskulturen mit PD‐Medium in 250 ml Erlenmeyerkolben mit einem Mycelagarstück (Ø 
5 mm) einer gut bewachsenen N. fischeri NRRL181 Agarplatte (HA‐Medium) angeimpft. Nach 
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drei Tagen  wurde  einem  Kolben  0,1 mM  Tryprostatin B  (1,9  mg)  in  Ethanol  gelöst 
hinzugegeben. Nach insgesamt 14 Tagen wurden die Kulturen wie unter 2.10.2. beschrieben 




Aus  dieser  Kultivierungsbedingung  3  (Emerskultur,  PD‐Medium,  37 °C,  120  rpm)  wurden 
neben  Spirotryprostatin A  und  6‐Methoxysirotryprostatin B  auch  12,13‐
Dihydroxfumitremorgin C  und  Acetylaszonalenin  isoliert.  Mittels  HPLC‐MS  konnten  aber 
auch  Verruculogen  TR‐2  und  Substanz 15  detektiert  werden.  Acetylaszonalenin  entstand 
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dabei  biosynthetisch  nicht  aus  Tryprostatin B,  und  12,13‐Dihydroxyfumitremorgin C  ist 
nachweislich  an  der  Biosynthese  von  Verruculogen  bzw.  Fumitremorgin A  beteiligt  (siehe 
1.3.3.).  In  Folge  dessen  erwartet  man,  dass  im  Kulturfiltrat  nach  der  Zufütterung  von 
Tryprostatin B  weniger  Acetylaszonalenin  aber  mehr  12,13‐Dihydroxyfumitremorgin C  im 
Kulturfiltrat  enthalten  ist.  In  obiger  Abbildung  3‐47.  kann  man  ebendies  erkennen,  um 
jedoch sicher zu gehen, dass diese Vermutung auch zutrifft, wurde von Herrn Dr. Linne eine 
HPLC‐MS  Analyse  dieser  Kulturfiltratextrakte  durchgeführt.  Da  die  Extrakte  in  einer 
definierten  Konzentration  von  20 µg/µl  zurückgelöst  wurden  und  von  den  gesuchten 
Substanzen  Standards  zur  Verfügung  standen,  konnten  die  entsprechenden Massenpeaks 
integriert  und  verglichen werden. Die  entsprechenden  Chromatogramme  sind  im  Anhang 
unter 6.8. zu  finden. Auf diese Weise konnte bestätigt werden, dass nach der Zufütterung 
von Tryprostatin B wie erwartet rund 60% mehr 12,13‐Dihydroxyfumitremorgin C und rund 
65%  weniger  Acetylaszonalenin  produziert  worden  sind.  Zusätzlich  konnte  festgestellt 
werden,  dass  neben  12,13‐Dihydroxyfumitremorgin C  auch  rund  60%  mehr 
Spirotryprostatin A und 6‐Methoxysirotryprostatin B produziert wurden. Von Verruculogen 
TR‐2  wurde  nach  der  Zufütterung  von  Tryprostatin B  rund  80%  mehr  produziert,  von 
Substanz 15  jedoch wurde nach der Zufütterung rund 40% weniger produziert. Dies spricht 
dafür,  dass  Spirotryprostatin A,  6‐Methoxysirotryprostatin B  und  Verruculogen  TR‐2 
tatsächlich  biosynthetisch  aus  Tryprostatin B  entstehen.  Substanz 15  hingegen  wird  laut 
diesen Ergebnissen nicht biosynthetisch aus Tryprostatin B synthetisiert. 
   





ist  ein  orthologes  Gen  zum  Prenyltransferasegen  notF  aus  Aspergillus  sp.  MF297‐2  und 
katalysiert  eine  reverse  C2‐Prenylierung  an  verschiedenen  tryptophanhaltigen  zyklischen 






bereitgestellten,  Transformanten  A. nidulans  CaW03  (ftmPS),  sollte  der  erhaltene 




Promotor,  dem  Prenyltransferasegen  brePT,  Terminator  sowie  einem  Selektionsmarker 
erstellt werden. Hierfür wurde von Herrn Carsten Wunsch das Konstrukt pCaW34, welches 
das Prenyltransferasegen  cdpNPT, den Selektionsmarker pyroA, einen Promotor gpdA und 
den  Terminator  trpCterm  enthält,  zur  Verfügung  gestellt  (siehe  Abbildung  78).  Durch  Frau 
Dr. Kathrin  Mundt  wurde  zusätzlich  das  pGEM‐T  Easy  Konstrukt  pKM32,  welches  das 
Prenyltransferasegen cdpNPT und einen Teil des Terminators trpCterm, herausgeschnitten mit 
NcoI  aus  pCaW34,  enthält  zur  Verfügung  gestellt.  Aus  diesem  sollte  nun  das 
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Prenyltransferasegen  cdpNPT mit dem Prenyltransferasegen brePT ersetzt werden. Hierfür 
musste  brePT  zunächst mit  neuen  Schnittstellen,  NcoI  und  BglII,  versehen  werden.  Dies 
erfolgte mittels Standard PCR Ansatz (siehe 2.7.4.). Als template diente das pSY1‐Konstrukt, 
welches von Frau Suqin Yin im Zuge ihrer Masterarbeit angefertigt wurde, als Primer wurden 
BrePT_for_3 und BrePT_rev_3 eingesetzt. Das PCR Produkt wurde  in  Folge dessen  in den 
Klonierungsvektor pGEM‐T Easy  kloniert. Das erhaltene Konstrukt wurde pBW21 genannt. 
Da pKM32 zwei NcoI Schnittstellen und BglII zwei Mal intern in brePT schneidet, folgte eine 
partielle  Restriktion  mit  NcoI  und  BglII  (siehe  2.7.8.)  von  pBW21  und  pKM32  (siehe 
Abbildung  3‐48.).  Da  jedoch,  wie  sich  später  herausstellte,  brePT  in  pBW21  in  falscher 
Orientierung integriert wurde, entstand eine zweite NcoI Schnittstelle direkt neben der BglII 
Schnittstelle  in  pBW21  (siehe Abbildung  3‐50.). Deswegen  konnte während  der  partiellen 
Restriktion  keine  Trennung  zwischen  dem  NcoI‐NcoI  und  NcoI‐BglII  Fragment  erfolgen. 
Deshalb wurde  statt dem NcoI‐BglII  Fragment  aus pBW21 das NcoI‐NcoI  Fragment  in das 
ebenfalls  durch  partielle  Restriktion  geöffnete  pKM32‐Konstrukt  integriert. Dies  hatte  zur 
Folge,  dass  der  Teil  des  trpCterm  Terminators,  welcher  aus  pCaW34  mit  cdpNPT 
herausgeschnitten wurde,  nun  in  dem  erhaltenen  Konstrukt  pBW23  fehlt.  In  den  beiden 
Abbildungen 3‐49 und 3‐50 ist dies noch einmal bildlich dargestellt.  
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Abbildung 3‐49: Geplante Klonierungsstrategie für das Expressionskonstrukt mit pyroA, gpdA, brePT und trpCterm 




wurde  (pBW23),  musste  bei  der  Integration  in  das  pCaW34‐Konstrukt  mit  NcoI  darauf 
geachtet werden, dass brePT  in  richtiger Orientierung, mit dem Promotor vorne und dem 
Rest  des  Terminators  hinten,  integriert  wurde.  Aufgrund  dessen  wurden  verschiedene 
Kontrollrestriktionen mit dem erhaltenen pBW24‐Konstrukt durchgeführt. Das dazugehörige 
0,8%ige Agarosegel ist in folgender Abbildung 3‐51 dargestellt.  
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Abbildung 3‐51: 0,8%iges Agrosegel verschiedener Kontrollrestriktionen von pBW24 
BrePT  konnte  letztendlich  erfolgreich mit  dem  Prenyltransferasegen  cdpNPT  im  pCaW34‐
Konstrukt ausgetauscht werden.  Jedoch  fehlt der erste Teil des Terminators. Da nicht klar 
war, ob der Terminator für die Expression  in A. nidulans TN02A7 von Bedeutung  ist, wurde 





(ftmPS)  Transformanten  in  diesen  transformiert.  Aus  drei  gut  bewachsenen  A. nidulans 
CaW03  (ftmPS)  Platten  (GMM‐Medium  mit  den  Selektionsmarkern  für  NRPS 
Transformanten:  Riboflavin,  Arginin  und  Pyridoxin)  konnten  1,2  x  1010  Protoplasten/ml 
gewonnen werden. In Abbildung 3‐52 sind die dünnwandigen und größeren Protoplasten im 
Vergleich zu den kleineren Sporen mit Keimschlauch dargestellt. 




Medium  mit  den  Selektionsmarkern  für  die  NRPS+PT  Transformanten  (Riboflavin  und 
Arginin)  ausplattiert. Da  pBW24  den  Selektionsmarker  pyroA  enthält, brauchte  der  Pilz  in 







Tage  alten  Submerskultur  (HA‐Medium)  gDNA  isoliert.  Zur  Kontrolle  der  Transformation 
wurden verschiedene PCRs durchgeführt. Als template dienten die verschiedenen  isolierten 
gDNAs und pSY1 sowie pBW24 (siehe Abbildung 3‐54).  








im  PCR Ansatz mit A. nidulans CaW03  (ftmPS)  nicht  zu  sehen  (siehe Abbildung  3‐54). Die 
Insertion von FtmA wurde mit den Primern FtmA_fw und FtmA_rv2 überprüft. Hier konnte 
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ebenfalls  aus  der  gDNA  vom  A. nidulans  BW03  (ftmPS  +  brePT)  Transformanten  auf  der 
erwarteten  Höhe  von  ca.  900 bp  eine  Bande  amplifiziert  und  detektiert  werden.  Im 
A. nidulans  CaW03  (ftmPS)  Transformanten  konnte  diese  Bande  wie  erwartet  ebenfalls 
detektiert werden.  Somit  konnte  nach  erfolgreicher  Protoplastierung  und  Transformation 




bei  zwei  verschiedenen  Temperaturen  (30 °C  und  37 °C)  und  120 rpm  über  fünf  Tage  als 
Submerskultur  in sieben verschiedenen Medien  (CDH‐, mCDH‐, MEP‐, PD‐, HA‐, GMM‐ und 
AMM‐Medium)  kultiviert.  Die  Extrakte  der  14  Kulturfiltrate  wurden  wie  unter  2.11.4 
beschrieben aufgearbeitet und mittels HPLC analysiert. In folgender Abbildung 3‐55 sind die 
HPLC‐Chromatogramme dargestellt.  




und  einem  Enzymassay mit  BrePT  und  Brevianamid F  als  Substrat  dargestellt, wobei  die 
blaue  Linie  die  Retensionszeit  von  Brevianamid  F  und  die  rote  Linie  die  von 
Deoxybrevianamid E  kennzeichnet.  BrePT  wurde,  wie  in  Yin  et  al.  2013  beschrieben, 
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4. Diskussion 
4.1. Zytotoxische Aktivität der Tryprostatin B‐Analoga 
Im  Zuge  der  Bestimmung  der  zytotoxischen  Aktivität  der  durch  chemoenzymatische 
Synthese  mit  FtmPT1  hergestellten  Tryprostatin B‐Analoga  wiesen,  bis  auf  ein  paar 
Ausnahmen wie z.B. 3b und 14b  in den Assays mit K562, alle prenylierten Substanzen eine 
ähnliche zytotoxische Aktivität gegenüber einer Zelllinie auf. Dies weist darauf hin, dass die 
Prolin‐Einheit  in  1b  für  die  biologische  Aktivität  nicht  essentiell  ist.  Interessanterweise 
zeigten  die  beiden  Zelllinien  A2780  sens  und  A2780  CisR  ähnliche  zytotoxische  Aktivität 
gegenüber  den  prenylierten  Substanzen  auf.  Dies  bedeutet,  dass  diese  prenylierten 
Substanzen  nicht  zwischen  dem  sensitiven  und  resistenten  Phänotyp  von  A2780 
differenzieren. 2002 und 2008 wurde von verschiedenen Arbeitsgruppen berichtet, dass 2b 




Prostata  Zelllinie  PC‐3  (Jain  et  al.,  2008;  Zhao  et  al.,  2002).  In  den  von  Prof.  Kassack 
durchgeführten Assays wiesen alle vier Stereoisomere von cyclo‐Trp‐Pro (1b ‐ 4b) und cyclo‐
Trp‐Ala  (5b ‐ 8b) ähnliche  IC50‐Werte gegenüber den getesteten Zelllinien auf. Dies  spricht 




zur  Untersuchung  der  zytotoxischen  Aktivität  konnten  ebenfalls  regulär  C3‐  bzw.  N1‐
prenylierte  Produkte  (c‐  bzw.  d‐Reihe)  isoliert  werden.  Dabei  stellte  sich  heraus,  dass 
L‐tryptophanhaltige  zyklische Dipeptide mit FtmPT1  zu C3β‐prenylierten Diketopiperazinen 
umgesetzt  wurden  und  D‐tryptophanhaltige  zyklische  Dipeptide  zu  C3α‐prenylierten 
Diketopiperazinen, so dass in beiden Fällen eine syn‐cis Konfiguration vorlag (Yu et al., 2013) 
(siehe Abbildungen  3‐12  und  3‐13).  Somit  ist  es  nun  ebenfalls  durch  chemoenzymatische 
Synthese möglich, neben revers C3‐ und N1‐prenylierten Diketopiperazinen, auch regulär C3‐ 
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und N1‐prenylierte Diketopiperazine herzustellen. Zum besseren Verständnis, warum es zu 
diesen  zusätzlichen  Produkten  kommt,  wurden  daraufhin  die  KM‐Werte  für  die 
verschiedenen  Produkte  ermittelt.  Aus  diesen  kann man  ableiten,  dass  tryptophanhaltige 
zyklische Dipeptide mit kleineren Aminosäuren als Prolin z.B. Glycin in 10a oder Alanin in 5a, 
6a,  7a  und  8a  schlechtere  Substrate  für  FtmPT1  darstellen.  Im  Falle  von  9a  scheint  die 
elektrostatische  Differenz  von  Prolin  und  Histidin  verantwortlich  für  die  unterschiedliche 
Affinität  zu FtmPT1  zu  sein. Aus den Ergebnissen kann man  schlussfolgern, dass Substrate 
mit hoher Affinität zu FtmPT1 hauptsächlich zu Produkten der b‐Reihe umgesetzt werden. So 
zeigt FtmPT1 wie erwartet die fast höchste Affinität und Geschwindigkeit gegenüber seinem 
natürlichen  Substrat  1a  mit  einem  Dominanten  1b  Peak.  Die  katalytische  Effizienz  von 
ungefähr 25312 s‐1 M‐1 für 1a ist viel größer als bei den anderen getesteten Substraten. Zwei 
weitere  gut  akzeptierte  Substrate  3a  und  13a  mit  hoher  Affinität  zu  FtmPT1  wurden 
hauptsächlich  zu Produkten der b‐Reihe mit  relativ hoher  katalytischer Effizienz  von 6407 




Wie  bereits  erwähnt, wurden  im  Reaktionsansatz  von  FtmPT1  reguläre  C2‐,  C3‐  und N1‐
prenylierte Produkte  identifiziert. Die natürliche Reaktion der Prenyltransferase FtmPT1  ist 
die  reguläre  C2‐Prenylierung  von  1a  zu  1b  in  der  Biosynthese  von  Verruculogen  bzw. 
Fumitremorgin A  (Li 2011; Mundt et al., 2012). Dass neben dem natürlichen Substrat auch 
andere  zyklische  Dipeptide  durch  FtmPT1  regulär  C2‐prenyliert  wurden,  ist  nicht  weiter 
erstaunlich, die reguläre C3‐ bzw. N1‐Prenylierung war jedoch unerwartet. Um die Beziehung 




der  b‐,  c‐,  und  d‐Reihe  wurden  dabei  in  allen  Fällen  unabhängig  voneinander  gebildet. 
Zusätzlich wurden die Produkte der b‐, c‐, und d‐Reihe von 5a, 6a, 8a, 10a und 13a bei 37 °C 
für 2 h mit DMAPP  sowie mit und ohne  FtmPT1  inkubiert  (siehe Abbildung 3‐15). Hierbei 
konnte  gezeigt werden,  dass  die  Produkte  der  verschiedenen  Reihen  alle  chemisch  stabil 
175 | D i s k u s s i o n  
sind  und  nicht  weiter  von  FtmPT1  umgewandelt  werden.  So  wurden  keine  zusätzlichen 
Peaks in den HPLC‐Chromatogrammen detektiert und die Produkte wurden nicht ineinander 
umgewandelt.  Es  kann  jedoch  nicht  ausgeschlossen werden,  dass  eine  Umwandlung  der 
Reihen während der Bindung am Enzym stattfindet, bevor sie FtmPT1 verlassen. 
4.2.2. Hypothetischer Reaktionsmechanismus  zur Bildung  von C2‐ und C3β‐prenylierten 
Produkten durch die Prenyltransferase FtmPT1 
Die beobachtete C3‐Prenylierung durch die C‐2 Prenyltransferase FtmPT1 erscheint anfangs 
etwas  unerwartet.  Durch  die  Substratbindung  innerhalb  der  Bindungstasche  von  FtmPT1 
kann man dieses Phänomen jedoch erklären (Jost et al., 2010). In der Publikation von Jost et 
al.  2010  wurde  die  Lage  von  Brevianamid F  (1a)  innerhalb  des  PT‐barrels  von  FtmPT1 
beschrieben.  So  bildet  Brevianamid F  eine  Wassersoffbrückenbindung  mit  seinem 
Stickstoffatom N‐1 zu der Carboxylgruppe von E102 innerhalb von FtmPT1 (siehe Abbildung 
4‐1).  Zusätzlich wird  der  Indolring  von  1a  durch  Tyrosin  203  von  FmPT1  stabilisiert. Wie 
bereits mehrfach  publiziert wurde  (Jost  et  al.,  2010;  Luk &  Tanner  2009; Metzger  et  al., 
2009) wird das Dimethylallyl‐Kation mit seiner delokalisierten positiven Ladung zwischen C‐1 
und  C‐3,  durch  die  Eliminierung  der  Pyrophosphatgruppe  mit  Hilfe  von  verschiedenen 
Aminosäureresten gebildet. Stabilisiert wird das Ganze durch Kationen‐π Wechselwirkungen 
mit  dem  aromatischen  Ringsystem,  z.B.  durch  das  Substrat  1a  von  einer  Seite  und  dem 
Tyrosinrest Y382 von der anderen Seite  (siehe Abbildung 4‐1). Werden diese Kationen nun 
durch kleinere Substrate als 1a z.B. 10a, 5a, 6a und 8a oder aber durch Substrate mit einer 
anderen  elektronischen Dichte, wie  im  Fall  von  9a,  stabilisiert,  so  können, wie  unter  4.1. 
bereits  diskutiert,  unterschiedliche  kinetische  Parameter  detektiert  werden.  In  einer 
weiteren  aufgeklärten  Struktur  von  FtmPT1  mit  Brevianamid F  und  einem  nicht 
hydrolysierten Substrat DMSPP  (Dimethylallyl‐S‐Thioldiphosphat) kann man erkennen, dass 
beide C‐Atome, C‐2 und C‐3, des  Indolringes einen Abstand  von 3,8 Å  zu C‐1  von DMSPP 
haben,  somit  wäre  die  Prenylierung  beider  Positionen  durchaus  möglich,  wobei  die 
C2‐Prenylierung  von  1a  durch  FtmPT1  wahrscheinlicher  bleibt  (Jost  et  al.,  2010).  Ein 
ähnliches  Verhalten  wird  für  die  Stereoisomere  von  1a  erwartet.  Diese  Hypothese  wird 
durch  deutliche  dominante  C2‐Prenylierungen  von  1a,  2a  und  4a  unterstützt.  Andere 
Diketopiperazine  könnten  in Bezug auf Geometrie und Elektrostatik etwas ungünstiger  im 
aktiven Zentrum von FtmPT1 liegen, so dass eine C3‐Prenylierung bevorzugt würde, was, wie 









elektronenreichen  Indolringes  von C‐2 und C‐3  zu C‐1‘ des Dimethylallyl‐Kations beginnen 
(siehe  Abbildung  4‐1.).  Das  Verhältnis  der  Produktbildung  könnte  durch  die  Position  des 
Substrates und durch den Abstand von C‐2 zu C‐1‘ bzw. C‐3 zu C‐1‘ bestimmt werden. Durch 
einen Angriff auf C‐2 könnte durch Weg A, wie in Abbildung 4‐1 dargestellt, das Intermediat I 
und  durch  einen  Angriff  auf  C‐3  durch Weg  B  könnte  das  Intermediat II  entstehen.  Zur 
Bildung  eines  C2‐prenylierten  Produktes  ist  im  Folgenden  nur  noch  ein  deprotonierender 
Schritt notwendig. Zur Bildung eines C3‐prenylierten Produktes  ist die Ringschließung und 
somit  der  Angriff  des  C‐2  Protons  an  das  elektronenreiche  N‐12  wie  für  reverse 
C3‐Prenylierungen  notwendig  (Yin  et  al.,  2010a).  Hierbei  entsteht  nun  Intermediat III, 
welches im Folgenden ebenfalls nur noch deprotoniert werden muss. 
 
Abbildung  4‐1:  Vorgeschlagener  Reaktionsmechanismus  der  C2‐und  C3β‐prenylierten  Produkte  der  Prenyltransferase 
FtmPT1 mit L‐Tryptophan haltigen zyklischen Dipeptiden 
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4.2.3. Hypothetischer Reaktionsmechanismus zur Bildung von N1‐prenylierten Produkten 
durch die Prenyltransferase FtmPT1 
Neben  der  erwarteten  regulären  C2‐Prenylierung  durch  die  Prenyltransferase  FtmPT1 
konnten  im  Zuge  dieser Arbeit  auch  regulär C3‐  und  regulär N1‐prenylierte  Produkte  aus 
Reaktionsansätzen mit  FtmPT1  und  DMAPP  isoliert  werden.  Im  oberen  Abschnitt  wurde 
bereits  ein Reaktionsmechanismus  für  die  regulär C3‐prenylierten  Produkte  unter Bildung 
eines  Hexahydropyrroloindoles  postuliert.  Die  Bildung  einer  regulären  N1‐Prenylierung 







eine  reverse  C3‐Prenylierung  zu  Intermediat II  mit  anschließendem  Azo‐Cope‐
Rearrangement  zu  Intermediat III  und  Deprotonierung  zur  endgültigen  regulären 
N1‐Prenylierung, wie es von der Arbeitsgruppe von Prof. Tanner aus Kanada für das regulär 
N1‐prenylierte  2‐Methyl‐Brevianamid F  Produkt  durch  die  Prenyltransferase  FtmPT1 
postuliert wurde (siehe Abbildung 4‐2) (Mahmoodi & Tanner 2013). Dieser Mechanismus ist 
wahrscheinlicher,  da  das  C‐3  Atom  eine  bessere  nucleophile  Position  als  das  N‐1  Atom 
darstellt und nur 3,5 Å vom Dimethylallyl‐Kation entfernt  liegt (Mahmoodi & Tanner 2013). 
Diese  Bildung  mittels  Azo‐Cope‐Rearrangement  wurde  ebenfalls  für  die  reverse 
N1‐Prenylierung  verschiedener  Indolderivate  durch  CymD  über  eine  reguläre 
C3‐Prenylierung,  sowie  für  die  reguläre  C4‐Prenylierung  verschiedener  Indolderviate  über 
eine reverse C3‐Prenylierung durch die Prenyltransferase 4‐DMATS beschrieben  (Luk et al., 
2011; Majmudar & Gibbs 2011; Qian et al., 2012).  





Stereochemie  von  Fumigaclavin A mittels  NOESY‐Spektroskopie  als  (8R,9S)‐Fumigaclavin A 
festgelegt  werden  (siehe  Abbildung  3‐17).  Wie  bereits  erwähnt,  konnte  Dr.  Marco 
Matuschek durch in vitro Versuche mit FgaOx3PC und FgaFSPC mit dem Substrat Chanoclavin‐I 
Aldehyd  beide möglichen  Produkte,  Festuclavin  und  Pyroclavin  produzieren. Mit  der  nun 
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4.4. Biosynthese  von  Alkaloiden  des  Fumitremorgin‐Typs  aus  N. fischeri 
NRRL181  
Durch  Sreeningversuche mit  insgesamt  sechs  verschiedenen Medien,  zwei  Temperaturen 
sowie durch Kultivierungen bei 120 rpm bzw. 0 rpm und Kultivierung des Pilzes als Emers‐ 
und  Submerskulturen  wurden  vier  verschiedene  Kultivierungsbedingungen  ausgewählt, 
unter denen N. fischeri NRRL181 im 4000 ml bzw. 500 ml Maßstab kultiviert wurde. Um eine 
Vortrennung der Extrakte zu erhalten, wurden diese an Kieselgel chromatographiert und die 
Isolierung  erfolgte  anschließend  mittels  semipräperativer  HPLC.  Insgesamt  konnten  auf 
diesen Weise  zehn  verschiedene  Sekundärmetabolite  aus N. fischeri NRRL181  isoliert  und 
charakterisiert werden. So konnten unter anderem die bekannten Sekundärmetabolite aus 
N. fischeri  Acetylaszonalenin  und  Aszonalenin  isoliert werden  (Yin  et  al.,  2009b).  Auf  die 




Dr.  Kathrin  Mundt  der  letzte  Schritt  der  Biosynthese  von  Fumitremorgin A,  die 
O‐Prenylierung  von  Verruculogen  durch  FtmPT3,  aufgeklärt werden  (Mundt  et  al.,  2012). 
Diese Akkumulation von Fumitremorgin A in N. fischeri wurde bereits 1989 von Nielsen et al. 
dokumentiert  (Nielsen  et  al.,  1989).  Durch  die  Produktion  in  diesem  konkreten  Stamm 
jedoch  konnte  nachwiesen  werden,  dass  die  verantwortlichen  Gene  auch  tatsächlich 
exprimiert und somit die entsprechende cDNA zur Amplifikation gebildet wird. Neben dem 
Endprodukt  der  Biosynthese  konnten  auch  die  Vorstufen  Verruculogen,  Fumitremorgin B 
und 12,13‐Dihydroxyfumitremorgin C mittels  semipräperativer HPLC  isoliert werden  (siehe 
Abbildung 4‐4).  
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Abbildung 4‐4: Biosynthese von Fumitremorgin A  in N.  fischeri. Die  rot markierten Substanzen wurden  im Laufe dieser 
Arbeit aus N. fischeri NRRL181 isoliert. 
4.4.2. Biosynthese von Verruculogen TR‐2 
Zusätzlich  zu  Fumitremorgin  A  konnten  weitere  Alkaloide  des  Fumitremorgin‐Typs  aus 
N. fischeri  NRRL181  isoliert  und  deren  Struktur  mittels  NMR‐  und  ESI‐MS‐Spektroskopie 
aufgeklärt werden. Als  erstes  ist  hierbei Verruculogen  TR‐2  zu  nennen. Diese Verbindung 
wurde 2007 von der Arbeitsgruppe von Prof. Frisvad aus N. fischeri und A. fumigatus isoliert 
(Larsen et al., 2007). Bereits  in den 80er Jahren wurden von Willingale et al. Überlegungen 
zur  Biosynthese  von  Verruculogen  TR‐2  unternommen.  Sie  vermuteten,  basierend  auf 
radioaktiv‐Versuchen,  das  Verruculogen  TR‐2  eine  Vorstufe  in  der  Biosynthese  von 
Verruculogen  darstellt  (Willingale  et  al.,  1983).  Zwei  andere  Publikationen  hingegen 












auch  beide,  welche  für  ein  hypothetisches  Protein  bzw.  einem  Ankyrin‐repeat  Protein 
codieren,  für  diesen  Biosyntheseschritt  verantwortlich  sein  könnten. Der Grund  für  diese 
Vermutung  ist  in  der  Lage  der  Enzyme  zu  FtmPT3  zu  finden. Da  die meisten Gene  einer 




beiden  aus  E. coli  aufgereinigten  Proteine  inaktiv  sind.  Eine  mögliche  Ursache  für  die 
Inaktivität  könnte  z.B.  eine  falsche  Faltung  des  eukaryotischen  Proteins  durch  die 
prokaryotischen E. coli‐Zellen sein. Um dies auszuschließen, müssten die beiden Proteine z.B. 
in S. cerevisiae‐Zellen aufgereinigt und die Aktivität erneut getestet werden. Es könnten aber 
auch  andere  Gene  für  diesen  Biosyntheseschritt  verantwortlich  sein.  Da  in  den 
Zufütterungsversuchen  mit  Tryprostatin B  gezeigt  wurde,  dass  Verruculogen TR‐2 
biosynthetisch  tatsächlich  aus  Tryprostatin B  entsteht,  könnte  man  das  Genom  von 
N. fischeri NRRL181 nach weiteren potenziellen Genen für diese Reaktion untersuchen. 
4.4.3. Biosynthese der Spirotryprostatine 
Neben  dem  Mykotoxin  Verruculogen TR‐2  konnten  auch  zwei  Spirotryprostatine: 
Spirotryprostatin A  und  6‐Methoxyspirotryprostatin B  aus  dem  Mycel  von  N. fischeri 
NRRL181  isoliert  und  die  Strukturen  mittels  NMR‐  und  ESI‐MS‐Spektroskopie  aufklärt 
werden. Spirotryprostatin A wurde erstmals 1996 aus A. fumigatus isoliert und ist, wie schon 
Brevianamid  F,  ein  Zellzyklus  Inhibitor  von  tsFT210 Mäusezellen  in  der  G2/M  Phase mit 
IC50‐Werten  von  197,5 µM.  6‐Methoxyspirotryprostatin B  hingegen wurde  2008  das  erste 
Mal aus Aspergillus sydowi isoliert (Zhang et al., 2008). Diese Substanz weist gegenüber der 
Lungenkrebszelllinie A‐549  und  der  Leukämiekrebszelllinie HL‐60  IC50 Werte  von  8,29  µM 
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Compound  1  auf, welcher  2008  das  erste Mal  von Wang  et  al.  aus  A. fumigatus  isoliert 
wurde  (Wang et al., 2008). Von zwei weiteren Arbeitsgruppen wurde diese Substanz 2012 
ebenfalls  aus  A. fumigatus  isoliert  (Afiyatullov  et  al.,  2012;  Li  et  al.,  2012).  Im  1H‐NMR‐
Spektrum sieht man, dass die Signale der neuen Substanz  im aromatischen Bereich und  in 
der Prenyl‐Einheit etwas  ins Tieffeld verschoben sind und H‐8  ins Hochfeld. Durch weitere 
NMR‐Analysen  (13C‐NMR,  HSQC,  HMBC  und  NOESY)  konnte  schließlich  die  Struktur  von 
Substanz 15  aufgeklärt  werden.  So  ist  bei  Substanz 15  im  Vergleich  zu  Compound  1  die 
Stereochemie an C‐8 und C‐18 unterschiedlich. Als nächstes stellte sich die Frage, wie diese 
Spirotryprostatine  im  Pilz  gebildet  werden.  Deshalb  wurde  neben  NFIA_093380  und 
NFIA_093390  auch  das  potenzielle Membranprotein NFIA_093340 mit  einer  Dömane  der 
Hydroxylase‐Superfamilie  aus  gDNA  von  N. fischeri  amplifiziert  und  erfolgreich  in 
S. cerevisiae‐Zellen über  ‐exprimiert bzw.  ‐produziert. Mit der erhaltenen Membranfraktion 
wurden verschiede Enzymassays durchgeführt,  jedoch konnte  in keinem der Assays mittels 
analytischer  HPLC  ein  Produktpeak  detektiert  werden.  Da  keines  der  in  dieser  Arbeit 
klonierten und überproduzierten Enzyme, auch FtmO und FtmP, Aktivität aufwies, wurde im 
Folgenden spekuliert, dass die verantwortlichen Gene für die Spirotryprostatin Biosynthese 
in  einem  anderen  Cluster  liegen  müssen.  Durch  Blast‐Analysen  wurde  ein  weiteres 
potenzielles  Cluster  in  A. fumigatus  entdeckt.  Hierbei  handelt  es  sich  um  ein  homologes 
Cluster  von  P. aethiopicum,  dem  Tqa‐Cluster  zur  Bildung  von  Tryptoquialanin.  Wobei 
NFIA_057970 bzw. AFUA_6G12060 mit maximaler Identität von 44% bzw. 54% zu der MAK1‐
like Monooxygenase TqaH für die Bildung der Spirotryprostatine verantwortlich sein könnte. 
Diese Vermutung wurde  aufgrund der Reaktion  von  Fumiquinazolin F  zu  Fumiquinazolin A 
bzw.  2‐epi‐Fumiquinazolin A  über  ein  Epoxyindole  bzw.  ein  Hydroxyiminium  angestellt 
(Walsh et al., 2013) (siehe Abbildung 4‐6).  
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Abbildung 4‐6: Biosynthese von Fumiquinazoline D in A. fumigatus bzw. Tryptoquialin in P. aethiopicum 
Für  diese  Biosynthese  von  Fumiquinazolin D  benötigt  A. fumigatus  folglich  vier  Enzyme, 
AFUA_6G12050, AFUA_6G12060, AFUA_6G12070 und AFUA_6G12080. Durch Blast Analysen 
wurde  festgestellt,  dass  drei  dieser  Gene  ebenfalls  in  N. fischeri  NRRL181  zu  finden  sind 
(siehe Abbildung 4‐7).  
 
Abbildung  4‐7:  Hypothetisches  Spirotryprostatin  Gencluster  in  A. fumigatus  und  N. fischeri  A)  NRPS  B)  MAK1‐like 
Monooxygenase C) FAD binding domain Protein D) NRPS E) 2OG‐Fe(II) Oxygenase Familie Oxidoreduktase 
Aufgrund dessen wurde vermutet, dass NFIA_057970, das homologe Gen  zu  tqaH,  für die 
Bildung von Spirotryprostatin A  zuständig  ist und die Oxidoreduktase NFIA_057980  für die 
Bildung von 6‐Methoxyspirotryprostain B. Der neue Naturstoff Substanz 15 hingegen könnte 
ebenfalls durch NFIA_057970 entstehen,  jedoch würde  in diesem Fall der Spiro‐Ring durch 
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die  Umklappung  von  C‐3  auf  C‐2  entstehen  und  nicht  wie  bei  den  anderen 
Spirotryprostatinen, von C‐2 auf C‐3. Da neben diesen drei Spirotryprostatinen aus N. fischeri 








wurde durch die Arbeitsgruppe  von Prof. Watanabe  aus  Japan bestätigt.  Er  konnte durch 
heterologe Genexpression von FqzB (AFUA_6g12060) aus A. fumigatus Af293  in E. coli BL21 
und  Enzymasays  mit  FqzB  bestätigen,  dass  dieses  Gen  tatsächlich  für  die  Bildung  von 
Spirotryprostatin A über ein Epoxyindol mittels Epoxidation verantwortlich  ist (Tsunematsu 
et  al.,  2013).  Durch  Biotransformation  konnte  zusätzlich  gezeigt  werden,  dass 
6‐Methoxyspirotryprostain B durch  FtmG  (FtmP450‐3) ebenfalls  aus  Fumitremorgin C und 
nicht,  wie  vorher  vermutet,  aus  Spirotryprostatin  A  gebildet  wird  (siehe  Abbildung  4‐9) 
(Tsunematsu et al., 2013). 
   




Diese  Ergebnisse  bestätigen  folglich  die  Annahme,  dass  Spirotryprostatin  A  in  N. fischeri 
NRRL181  tatsächlich durch NFIA_057970 dem homologen Protein  von  FqzB  gebildet wird. 
Um sicher zu gehen, müsste dieses Gen ebenfalls durch heterologe Genexpression  in E. coli 
überproduziert  und  die  Aktivität  in  Enzymassays  bestätigt  werden,  das  Gleiche  gilt  für 
ftmP450‐3  aus  N. fischeri  NRRL181.  Dem  homologen  Gen  aus  A. fumigatus  Af293:  ftmG 
wurde  bereits  von  Kato  et  al.  im  Jahr  2009  die  Hydroxylierung  von  Fumitremorgin C  zu 
12,13‐Dihydroxyfumitremorgin C  zugeordnet  (siehe  Abbildung  1‐14)  (Kato  et  al.,  2009). 
Durch  Biotransformationsversuche  von  Tsunematsu  et  al.  soll  FtmP450‐3  auch  für  die 
Biosynthese  von  Spirotryprostatin B  aus  Demethoxyfumitremorgin C  verantwortlich  sein 
(Tsunematsu et al., 2013). Diese Reaktionen könnte man, wie bereits erwähnt, mit Hilfe von 





die  Produktion  von  Deoxybrevianamid E  in  den  erhaltenen  Transformanten  detektiert 
werden. Zunächst wurde hierfür brePT  in das von Carsten Wunsch bereitgestellte pCaW34‐
Konstrukt,  basierend  auf  pQE60  mit  dem  konstitutiven  gpdA  Promotor,  dem 
Selektionsmarker  pyroA  und  dem  Terminator  trpCterm,  umkloniert.  Im  Zuge  dieser 
Umklonierung wurde  jedoch die Anfangssequenz des  trpCterm Terminators weggeschnitten, 
so dass diese im enthaltenen pBW24‐Konstrukt fehlt. Nach erfolgreicher Transformation von 
pBW24  in  A. nidulans  CaW03  (ftmPS)  konnte  durch  PCR‐Screening  ein  positiver 
Transformant  A. nidulans  BW03  (ftmPS  +  brePT)  erhalten  werden.  Dieser  wurde  unter 
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verschiedenen  Bedingungen  kultiviert,  es  konnte  aber  unter  keiner  der  getesteten 
Bedingung  eine  Deoxybrevianamid  E‐Produktion  mittels  analytischer  HPLC  detektiert 
werden. Ein Grund hierfür könnte die  fehlende 434 bp große TrpCterm Terminator Sequenz 
sein.  Durch  den  fehlenden  Transkriptionsterminator  und  somit  die  fehlende 
Haarnadelstruktur  mit  einhergehender  Stabilisierung  der  mRNA,  könnte  diese  durch 
3‘‐Exonukleasen  abgebaut  werden.  Durch  den  daraus  resultierend  fehlenden  Poly‐A‐
Schwanz wiederum könnte die darauffolgende Translation beeinflusst werden  (Madigan & 
Martinko 2006). Die in vivo Coexpression von mehreren verschiedenen Biosynthesegenen ist 
jedoch  eine  vielversprechende  Methode,  um  neue  Naturstoffe  und  damit  neue 
Medikamente  zu  modellieren.  Die  unter  anderem  in  dieser  Arbeit  gezeigte  breite 
Substratspezifität  verschiedener  Prenyltransferasen  sowie  die  hier  ebenfalls  präsentierte, 
mit  der  Prenylierung  einhergehende  biologische  Aktivität,  spielen  dabei  eine  bedeutende 
Rolle (Wollinsky et al., 2012a; Wollinsky et al., 2012b).  
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Abbildung 6‐97: ESI‐MS‐Spektrum von Substanz 15  
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